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RESUMEN 
El inicio de la transcripción del VIH-1 está controlado por la unión de factores 
celulares y virales a secuencias reguladoras localizadas en el LTR del promotor viral, 
entre los que destacan el factor transcripcional celular NF-B y la proteína viral Tat.  
La presencia de NF-B en el núcleo de células T activadas es esencial para la 
replicación del virus. Sin embargo, se ha confirmado la existencia de un tráfico núcleo-
citoplasmático basal de NF-B e IB en líneas celulares no linfoides así como la 
existencia de una replicación a bajo nivel del VIH-1 en células T no activadas. Por esta 
razón, se ha estudiado el tráfico núcleo-citoplasmático de NF-B e IB y su papel en 
la replicación del VIH-1 en linfocitos T CD4+. Los resultados demuestran que en 
linfocitos T humanos no activados existe un tráfico núcleo-citoplasmático continúo de 
p65/RelA e IB, y que los niveles de IB se mantienen constantes gracias a la 
resíntesis continua de la proteína. Además, esta actividad basal de NF-B presente en 
linfocitos T CD4+ no activados fue capaz de inducir la replicación a bajo nivel del VIH. 
Por otro lado, el factor NF-B puede ser activado tras la estimulación de los 
receptores TLR con componentes microbianos específicos. Estos receptores no sólo se 
expresan en células del sistema inmune innato y en los tejidos no inmunes que forman 
la primera barrera de protección frente a patógenos sino también en las células T. Por 
este motivo, se analizó la expresión del receptor TLR2 en células T y su papel en la 
replicación del VIH-1. Se observó que la expresión de TLR2 en los linfocitos T CD4+ es 
modulada por su propio ligando, peptidoglicano (PGN). El tratamiento de las células T 
con PGN indujo la activación de NF-B, y así incrementó la replicación del VIH-1. 
La proteína Tat del HIV-1 además de ser imprescindible para la elongación del 
ARN viral también modifica diversas funciones en las células T infectadas. Las 
modificaciones celulares inducidas por la expresión intracelular de Tat se analizaron en 
células Jurkat establemente transfectadas con un vector de expresión de Tat. Las células 
Jurkat-Tat mostraron una elevada actividad basal de NF-B. Además, la expresión 
constitutiva de Tat modificó la expresión de proteínas relacionadas con el citoesqueleto. 
Como consecuencia de estas alteraciones se observó una mayor polimerización basal de 
actina y una menor capacidad migratoria en respuesta a SDF-1. Por último, la 
expresión intracelular constitutiva de Tat protegió a las células Jurkat frente a la 
apoptosis inducida por distintos estímulos.  
  XVI 
RESUMEN EN INGLÉS 
 
HIV-1 replication initiation is controlled by the binding of cellular and viral 
factors to regulatory sequences in the LTR, including the transcriptional factor NF-B 
and the viral protein Tat. 
In activated T cells, nuclear NF-B is essential in HIV-1 replication. However, 
basal nucleo-cytoplasmatic traffic has been confirmed in non-lymphoid cell lines as 
well as a low level HIV-1 replication in non-activated T cells. Therefore, NF-B and 
IB nucleo-cytoplasmatic traffic and its influence on HIV-1 replication was assessed 
in CD4+ T lymphocytes. In non-activated human T lymphocytes there was a continuous 
basal nucleo-cytoplasmatic traffic, and IB levels remained the same due to its 
continuous resynthesis. Moreover, NF-B basal activity existing in resting CD4+ T 
lymphocytes was able to induce low level HIV-1 replication. 
Additionally, NF-B is activated through TLRs specific stimulation with 
microbial components. These receptors are not only expressed in innate immune system 
cells and in non-immune tissues that constitute the first defence line against pathogens 
but also in T lymphocytes. Therefore, TLR2 expression and its role on HIV-1 
replication was analyzed in human T cells. It is determined that TLR2 expression in 
CD4+ T lymphocytes was modulated by its own ligand, peptidoglycan (PGN). 
Treatment of T cells with PGN induced NF-B activation through p65/RelA 
phosphorylation and IB degradation, and consequently HIV-1 replication is 
enhanced. 
HIV-1 Tat protein not only is essential to viral RNA elongation but also modify 
several functions in viral infected T cells. Cellular modifications induced by Tat 
intracellular expression were analyzed in Jurkat cells stably transfected with a Tat 
expressing vector. Jurkat-Tat cells showed a high NF-B activity. Moreover, 
constitutive expression of Tat modulated the expression of cytoskeleton related proteins. 
As a consquence of these modifications an increase in basal actin polimerization and a 
decrease in migratory capacity induced by SDF-1 were assessed. Finally, intracellular 
constitutive expression of Tat Jurkat cells protected against apoptosis induced by 
different stimuli. 
 











El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), agente causal del síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se aisló por primera vez en 1983 en el Instituto 
Pasteur de París, a partir del ganglio linfático de un paciente que presentaba un cuadro 
de linfoadenopatía generalizada (Barre-Sinoussi et al., 1983). En 1984 se describieron 
otros aislados procedentes de pacientes con SIDA (Levy et al., 1984; Popovic et al., 
1984). Gracias a estudios de secuenciación del genoma viral, se demostró que se trataba 
de aislados distintos de un mismo retrovirus y en 1986 se agruparon bajo la 
denominación de VIH (Coffin et al., 1986). 
El VIH pertenece al género Lentivirus de la familia Retroviridae (Gonda et al., 
1985). La infección por el VIH origina un trastorno grave, progresivo e irreversible de 
la función inmune, cuya expresión final viene representada por la enfermedad que 
conocemos como SIDA. Bajo este término se agrupan una serie de infecciones 
oportunistas graves secundarias al déficit inmunitario ocasionado por la infección por el 
VIH, además de un conjuto de manifestaciones neurológicas y tumorales (Levy, 1993). 
Se han identificado dos tipos de VIH: el VIH-1 (Barre-Sinoussi et al., 1983), principal 
causante del SIDA en el mundo, y el VIH-2 (Clavel et al., 1986), localizado 
principalmente en África occidental y de menor patogenicidad (De Cock et al., 1993). 
El VIH, como el resto de los Lentivirus, es capaz de infectar células de la estirpe 
macrofágica (Gendelman et al., 1989) y linfoide, siendo los linfocitos T CD4+ la 
principal diana celular (Psallidopoulos et al., 1989). Esto origina daños inmunológicos 
severos, así como alteraciones importantes en el sistema nervioso central, dando lugar a 
una patogenia extraordinariamente compleja (Pantaleo & Fauci, 1995). A lo largo de la 
infección por el VIH-1 se pueden establecer tres períodos. El primero, o fase de 
infección aguda, se desarrolla en las primeras semanas tras el contacto con el virus y se 
caracteriza por altos niveles de viremia y por una disminución de células T CD4+ en 
sangre periférica y especialmente por su destrucción en el sistema inmune asociado a 
mucosas (Appay & Sauce, 2008; Guadalupe et al., 2003; Pantaleo et al., 1993). A 
continuación, como consecuencia de una fuerte respuesta inmune durante la fase aguda 





comienza la fase de latencia clínica o fase crónica de la infección, aunque la replicación 
viral persiste en los tejidos linfoides. Esta fase es muy variable aunque su duración 
media es de 5 años y puede prolongarse hasta 10 años o más (Pantaleo & Fauci, 1995). 
Finalmente, en la mayoría de los pacientes no tratados, la infección del VIH-1 progresa 
a SIDA. En esta fase desciende el número de linfocitos T CD4+, se eleva la carga viral, 
aparecen infecciones causadas por patógenos oportunistas y se pueden desarrollar 
tumores. La severidad de la enfermedad depende, entre otros, de la edad del paciente, la 
virulencia de la cepa viral así como de la presencia de co-infecciones con patógenos 
oportunistas (Fauci, 1993; Pantaleo et al., 1993). 
 
1.2.- Estructura de la partícula viral 
 
Los viriones del VIH-1 (Fig. 1) son partículas esféricas de 80-100 nm de 
diámetro. La envoltura viral tiene una estructura de bicapa lipoproteica que incluye 
componentes propios de la membrana celular de la célula infectada, y dos glicoproteínas 
virales: la glicoproteína de superficie gp120 y la glicoproteína transmembranal gp41. La 
envuelta recubre la proteína de la matriz (p17) y el núcleo viral (core) formado por la 
proteína de la cápside (p24). En el interior del core se encuentran dos moléculas 
idénticas de ARN de cadena sencilla, las proteínas p6 y p7 de la nucleocápside, así 
como las enzimas retrotranscriptasa (RT), integrasa y proteasa. 
 
 





Figura 1.- Estructura del VIH-1 
 
1.2.1.- Características del genoma viral 
 
El genoma del VIH-1 está formado por una doble hebra idéntica de ARN de 
polaridad positiva de 9,8 kilobases de longitud. Los genes que codifican las proteínas 





gen env, que codifica las glicoproteínas de la envuelta, el gen gag, que codifica las 
proteínas de la matriz y la proteína p24 de la cápside, y el gen pol, que codifica las 
enzimas responsables de la transcripción inversa, la integración y el procesamiento de 
los precursores proteicos. Por otro lado los genes reguladores participan en la regulación 
de la expresión génica, y son: tat, rev, nef, vif, vpr, y vpu (Greene, 1991). En la tabla 1 
se detallan las funciones de las proteínas codificadas por los distintos genes del VIH-1. 
 
Tabla 1.- Genes del VIH-1 y funciones de las proteínas que codifican: 
 Genes Proteínas Funciones 
gp160 Poli-Proteína precursora 
gp120 Interacción con los receptores celulares env 
gp41 Fusión de membrana celular y viral 
p55 Poli-Proteína precursora 
p24 Proteína de la cápside 
p17 Proteína de la matriz 
p7 Proteína de la nucleocápside, facilita la transcripción inversa 
gag 
p6 Proteína de la nucleocápside, participa en la encapsidación 
Retrotranscriptasa   Retrotranscripción del genoma viral Actividad ARNasa H 













Proteasa Procesamiento de las proteínas precursoras Gag-Pol y Gag 
tat Tat Transactivador Elongación del ARNm 
rev Rev Regulación del transporte del ARNm del núcleo al citoplasma Procesamiento del ARNm 
nef Nef 
Regulación negativa de CD4 y MHC de clase I 
Aumento de la infectividad (asociada a un incremento de la 
retrotranscripción ) 
Inducción de apoptosis en linfocitos T citotóxicos 
vif Vif Incremento de la infectividad viral Induce la degradación de APOBEC, enzima celular con actividad antiviral 
vpr Vpr 
Transporte del complejo de preintegración 
Transactivador viral 











vpu Vpu Aumenta la liberación de viriones Degradación de CD4 en el retículo endoplásmico 
 
En su forma de ADN completamente retrotranscrito (Greene, 1991), el genoma 
viral está limitado por unas secuencias repetitivas largas (LTR) o promotores génicos, 
que facilitan su integración en el genoma de la célula hospedadora y en los que se 






       Figura 2.- Genoma del VIH-1 
 
 
1.3.- Ciclo biológico del VIH-1 
 
El ciclo biológico del VIH-1 puede dividirse en una etapa temprana y una etapa 
tardía (Figura 3). La fase temprana comienza con la unión de la partícula viral a la 
superficie celular, su fusión e internalización. A continuación, se produce la 
decapsidación y liberación del ARN viral en el citosol. Dicho ARN se retrotranscribe en 
una doble hebra de ADN que se asocia con diversas proteínas para formar el complejo 
de preintegración (Piller et al., 2003). Este complejo introduce el genoma viral a través 
de los poros de la membrana nuclear sin dañarla y a continuación, el ADN viral se 
integra en el genoma de la célula huésped. Después de la integración, el VIH-1 puede 
permanecer en un estado de latencia post-integración, cuando la célula permanece en 
reposo, replicarse a bajo nivel o replicarse activamente, después de producirse la 
activación celular, iniciándose así la fase tardía de su ciclo biológico (Williams & 
Greene, 2007). En esta fase, tiene lugar la transcripción del ADN integrado, el 
transporte al citosol y procesamiento del ARN mensajero (ARNm) y la traducción de 
las proteínas virales. El ciclo finaliza con el proceso de morfogénesis y la liberación de 












           
 
 





1.4.- Replicación del VIH-1 
 
La iniciación de la transcripción supone el comienzo de la síntesis del ARN 
mensajero del VIH-1 a partir del ADN proviral integrado en el genoma celular. El paso 
de latencia a activación transcripcional no depende exclusivamente de las proteínas 
virales, sino también de factores transactivadores celulares que interaccionan con 
secuencias reguladoras localizadas en el LTR viral (Fig. 4). Funcionalmente podemos 
definir diferentes regiones reguladoras en el LTR. La región enhancer contiene una 
serie de elementos de unión de la proteína activadora 1 (AP-1) (Franza et al., 1988),  del 
factor nuclear de células T activadas (NF-AT) (Romanchikova et al., 2003) y del factor 
nuclear -B (NF-B) (Nabel & Baltimore, 1987). Se ha demostrado que el elemento 
esencial en la regulación de la inducción del LTR, especialmente en el curso de los 
procesos de activación celular, es el factor nuclear kappa B (NF-B) (Alcamí et al., 
1995; Duh et al., 1989). En la región promotora básica se encuentran tres consensos 
para el factor SP1 y una secuencia TATA a las que se asocia el complejo transcripcional 
primario o complejo de pre-iniciación, que dirige la transcripción mediada por la ARN-
polimerasa II. Por último, la proteína viral Tat regula la expresión del LTR del VIH-1 al 
permitir una elongación completa de los transcritos virales, mediante la unión de la 
proteína Tat a la región TAR (elemento de respuesta a la transactivación), una estructura 

























1. 5.- Latencia y reactivación viral 
 
La latencia viral es un estado reversible de infección persistente en que el virus 
permanece quiescente dentro de las células infectadas. Estas células constituyen un 
reservorio viral ya que no son detectables por el sistema inmune y para la terapia 
antirretroviral y, consecuentemente persisten en enfermos en tratamiento antirretroviral 
de gran actividad (TARGA) (Chun et al., 1997; Finzi et al., 1997). Estos virus latentes 
pueden reactivarse y producir grandes cantidades de partículas virales (Chun et al., 
1997; Wong et al., 1997). La existencia de reservorios virales tiene una gran 
importancia clínica, pues es el principal factor que impide la completa erradicación del 
virus (Zamborlini et al., 2007). Esta latencia celular es diferente de la latencia clínica, 
que se refiere al hecho de que los síntomas de la infección del VIH-1 no se manifiestan 
como SIDA hasta después de muchos años (Lassen et al., 2004).  
La latencia celular del VIH-1 puede producirse antes o después de la integración 
del virus en el genoma. La latencia pre-integración es de corta duración y no tiene gran 
significación clínica ya que este ADN proviral tiene una vida media corta (Zack et al., 
1990). En las células T CD4+ naïve no activadas la infección por VIH-1 es bloqueada 
porque no hay niveles suficientes de dNTPs y el genoma viral es degradado (Stevenson 
et al., 1990; Zack et al., 1990). Sim embato la retrotranscripción viral, aunque a baja 
velocidad, también ocurre en las células no activadas (Hermankova et al., 2003). La 
mayoría del ADN complementario (ADNc) permanece en el citoplasma como un 
provirus ya que los bajos niveles de ATP impiden su translocación nuclear.  
Se ha propuesto que la latencia podría establecerse mediante la integración de un 
provirus en una región genómica que es inaccesible a la maquinaria transcripcional 
(Jordan et al., 2001) bien por la alta densidad de la cromatina en esa zona  (Festenstein 
et al., 2003) o bien por la deacetilación constitutiva de las histonas, que produce 
cambios estructurales en la cromatina (Van Lint et al., 1996). Otro mecanismo 
implicado es el estado de metilación del ADN, puesto que las secuencias metiladas 
incrementan el reclutamiento de deacetilasas de histonas, interfiriendo así en la 
replicación viral (Bednarik et al., 1990; Schulze-Forster et al., 1990).  
La activación transcripcional del VIH-1 y la producción de una progenie viral 
infecciosa a partir del estado de latencia depende de la activación de las células T (Chun 





genoma viral en el cromosoma celular. De hecho, estudios de infecciones in vitro 
sugieren que en las células T CD4+ el VIH-1 se integra preferentemente en genes activos 
(Jordan et al., 2001). 
Sin embargo, se ha detectado producción viral a partir de linfocitos CD4+ no 
activados en órganos linfoides (Zhang et al., 1999). Por ello se ha propuesto que los 
reservorios celulares latentes, a pesar de no estar activados, permiten una replicación del 
virus a bajo nivel que es responsable del mantenimiento permanente de la infección en 
el organismo (Eckstein et al., 2001; Frenkel et al., 2003; Pomerantz, 1999; Tobin et al., 
2005). 
 
1.6.- Activación del sistema inmune en la infección por VIH-1 
 
Desde el punto de vista inmunológico la principal característica de la infección 
por el VIH-1 es la eliminación masiva de las células T CD4+ de las mucosas y el declive 
progresivo del número de células T CD4+ en sangre periférica (Appay & Sauce, 2008; 
Guadalupe et al., 2003; Pantaleo et al., 1993). Sin embargo, también se ha puesto de 
manifiesto la asociación entre la activación inmune y la infección por VIH-1. De hecho, 
los niveles de activación de las células T predicen más rápidamente la progresión de la 
enfermedad en pacientes no tratados, independientemente de los niveles plasmáticos de 
carga viral (Betts et al., 2001; Brenchley et al., 2005). 
La causa de esta activación inmune implica distintos mecanismos. En primer 
lugar, el propio VIH-1 activa una respuesta antigénica frente a sí mismo (Betts et al., 
2001; Douek et al., 2002), como ocurre ante cualquier otro patógeno. Sin embargo, este 
fenómeno no tiene alcance suficiente como para ser el único causante de la activación 
inmunológica observada en la infección por el VIH-1. Aunque aún no se ha 
determinado su impacto, diversos estudios in vitro apuntan que las proteínas del VIH-1 
gp-120 (Lee et al., 2003; Rieckmann et al., 1991) y Nef (Simmons et al., 2001; Swingler 
et al., 1999) pueden inducir directamente activación de linfocitos y macrófagos, así 
como la producción de quimiocinas y citoquinas proinflamatorias. Además, la proteína 
reguladora Tat y la envuelta viral simulan características de las quimiocinas, lo que 
promueve el reclutamiento local de macrófagos y linfocitos que expresan receptores de 
quimiocinas y se facilita así no sólo la infección sino también la activación celular 





el sistema inmune tiene que enfrentarse a patógenos persistentes tales como, por 
ejemplo, el citomegalovirus (CMV) o el virus de Epstein-Barr. Durante la infección por 
VIH-1, la pérdida sustancial de células T CD4+ produce un deficiente control 
inmunológico de estos virus persistentes y, por tanto, se favorece su reactivación y 
replicación (Doisne et al., 2004). Asimismo, la co-infección del VIH-1 con parásitos 
como Plasmodium o con bacterias del género Mycobacterium también aumenta la 
activación de las células T (Báfica et al., 2004; Renia & Potter, 2006). 
Por último, la infección por VIH-1 está asociada con un incremento significativo 
de los niveles de lipopolisacárido (LPS) en plasma, un indicador de la translocación 
bacteriana que a su vez correlaciona directamente con la activación inmunológica 
(Brenchley et al., 2006). En general, la translocación de productos bacterianos 
promueve una activación intensa del sistema inmune innato. Como consecuencia, 
aumentan los niveles de citoquinas proinflamatorias y se activa NF-B (Bonizzi & 
Karin, 2004), incrementándose la producción de nuevos viriones. 
 
 
2.- LA PROTEÍNA Tat DEL VIH-1 
 
2.1.- Generalidades  
 
Tat es una proteína reguladora del VIH-1 imprescindible para la replicación viral 
ya que la deleción del gen tat origina virus defectivos incapaces de replicarse en 
linfocitos (Karn, 1999).  
Tat está codificada por dos exones separados y según su procesamiento post-
transcripcional mediante el proceso de emplame o splicing del ARNm se han descrito 
dos isoformas de la proteína Tat, de 86 o 101 aminoácidos (Gatignol & Jeang, 2000). El 
primer exón se localiza en la región central del genoma viral, y el segundo exón solapa 
con el gen env. La mayoría de las variedades de VIH-1 expresan la isoforma de 101 
aminoácidos. Esta proteína consta al menos de cinco dominios o regiones funcionales 
diferentes (Figura 5) (Pugliese et al., 2005). Destaca el dominio rico en cisteínas, que es 
responsable de la formación de puentes disulfuro intracelulares (Koken et al., 1994), así 
como la región de aminoácidos básicos donde se localizan los sitios de unión a la región 





al., 1989). El dominio mínimo de activación lo forman los dominios 2 y 3 junto con la 
región N-terminal (Carrol et al. 1991; Derse et al., 1991). En el exón 2 se incluyen una 
secuencia Arg-Gly-Asp altamente conservada (RGD) que se une a las integrinas de 





Figura 5.- Dominios de la proteína Tat del VIH-1 (isoforma 101 aminoácidos)  
 
Tat se acumula en el núcleo de las células infectadas por VIH-1, pero actúa 
como un factor exógeno pleiotrópico gracias a su capacidad de solubilizarse en el medio 
extracelular (Tat extracelular) y de ser internalizado en las células diana por endocitosis, 
adsortiva o mediada por receptores (Barillari et al., 1993; Ensoli et al., 1993; Magnuson 
et al., 1995). Tat extracelular, una vez internalizada por la célula, migra hacia el núcleo 
e induce los mismos efectos que en las células activamente infectadas por el VIH-1 
(Mann & Frankel, 1991). 
 
2.2.- Funciones de la proteína Tat del VIH-1 
 
Múltiples estudios han demostrado que Tat juega un papel esencial no sólo en la 
replicación del VIH-1 sino también en la propia patogénesis de la infección viral. Las 
acciones de Tat afectan tanto a las células infectadas por VIH-1 como a las no 
infectadas, y dentro de éstas, afecta tanto las adyacentes como a las más alejadas. En 
concreto, Tat modula la expresión de genes celulares e induce vías de transducción de 
señales y la activación de factores de transcripción (Gibellini, et al., 2005). Los efectos 
multifactoriales de Tat dependen del tipo celular afectado, del grado de maduración 
celular y de la localización intra o extracelular de Tat (Peruzzi et al., 2006). 
En este contexto las líneas celulares establemente transfectadas con la proteína 
Tat del VIH-1 son una herramienta muy útil para estudiar las modificaciones celulares 




















 2.2.1.- Papel de Tat en la transcripción del VIH-1 
 
 La proteína transactivadora Tat del VIH-1 es el regulador más importante de la 
expresión de los genes virales así como de la replicación del virus (Jeang et al., 1999; 
Muesing et al., 1987). De hecho, la transcripción del VIH-1 se caracteriza por una fase 
temprana independiente de Tat y otra más tardía dependiente de Tat (Brady & 
Kashanchi, 2005). La replicación del VIH-1 se incrementa más de cien veces en 
presencia de Tat.  
Tat actúa como un factor de transcripción inusual porque en lugar de unirse al 
ADN para potenciar la transactivación se une un ARN altamente estructurado que se 
conoce como TAR (Berkhout et al., 1989; Calnan et al., 1991; Selby et al., 1989). El 
elemento TAR está presente en el extremo 5’ de todos los transcritos virales (+1 a +59), 
independientemente de que se hayan sometido o no a modificaciones post-
transcripcionales mediante el proceso de splicing o de su localización subcelular y, 
además de Tat también une proteínas celulares y complejos de ribonucleoproteínas 
(Brigati et al., 2003; Dandekar et al., 2004). La unión de Tat al elemento TAR permite 
una elongación transcripcional eficiente de los transcritos virales (Bannwarth & 
Gatignol, 2005) al promover la formación de un complejo de elongación transcripcional 
activo mediante el reclutamiento, entre otros, del factor P-TEFb (factor de elongación 
transcripcional positivo b), que a su vez es un complejo formado por la ciclina T1 y la 
quinasa 9 dependiente de ciclina (CDK9). La subunidad ciclina T1 interacciona con Tat 
y promueve su unión al elemento TAR (Wei et al., 1998). La subunidad CDK9 
hiperfosforila el dominio C-terminal de la ARN polimerasa II, enzima encargada de la 
elongación transcripcional, y así se incrementa su capacidad de procesamiento 
(Fujinaga et al., 1998; Garber et al., 1998; Parada et al., 1996; Zhou et al., 2000). En 
ausencia de Tat, la activación de la transcripción mediada por el LTR del VIH-1 genera 
transcritos virales cortos y, por tanto incompletos, debido al estado de hipofosforilación 
de la ARN polimerasa II. Por otro lado, para que la interacción entre el elemento TAR y 
el complejo Tat/P-TEFb tenga elevada afinidad es necesaria la autofosforilación de la 
CDK9 (Garber et al., 2000; Zhou et al, 2000).  
En la transactivación del LTR del VIH-1, Tat también recluta acetiltransferasas 
de histonas tales como p300, p300/CBP y PCAF (factor asociado a p300/CBP) 





p300/CBP acetila a Tat en la lisina 50 (Tat-ac-50) formándose un complejo terciario 
p300/CBP/Tat-ac-50/P-TEFb que se asocia con el complejo de iniciación de la 
transcripción para formar en conjunto un complejo de elongación eficiente (Bannwarth 
& Gatignol, 2005; Ott et al., 1999). Este último complejo es capaz de reclutar a PCAF, 
que a su vez acetila a Tat en la lisina 28 (Tat-ac-28), incrementándose la afinidad de 
unión del complejo Tat-ac-28/P-TEFb al elemento TAR (Brès et al., 2002; Kiernan et 
al., 1999). La figura 6 muestra un resumen de los factores reclutados por Tat para 







Figura 6.- Factores reclutados en la elongación de transcritos del VIH-1 mediada por Tat  
 
Recientemente, se ha retomado la idea de que Tat también tiene un papel crítico 
en el inicio de la transcripción (Brady & Fatah, 2005), bien mediante la interacción con 
el factor de transcripción TBP (proteína de unión a TATA) y promoviendo tanto la 
iniciación como la elongación (Raha et al., 2005), o bien participando en el ensamblaje 
del complejo transcripcional en la fase de pre-iniciación (Jeang & Berkhout, 1992; 
Jeang et al., 1993 a). El reclutamiento mediado por Tat de las acetiltransferasas de 
histonas p300/CBP y PCAF promueve remodelaciones de la estructura de la cromatina 
que facilitan la activación de la transcripción del VIH-1 (Benkirane et al., 1998; 
Hottiger & Nabel, 1998). Por último, Tat interviene en el inicio de la transcripción 
mediante la activación de los factores SP1 y NF-B que son esenciales para promover la 
expresión de genes del VIH-1 (Chun et al., 1998; Liu et al., 1991).  
Diversas investigaciones han mostrado evidencias de que Tat también puede 
transactivar la expresión de genes del VIH-1 en ausencia del elemento TAR (Berkhout 
et al., 1990; Harrich et al., 1990; Niikura et al., 1996;). Se han implicado distintos 
mecanismos como la potenciación de la retrotranscripción (Harrich et al., 1997) o la 
interacción directa con el LTR del VIH-1 a través de los sitios de unión de los factores 


























 2.2.2.- Efecto de Tat sobre la regulación de la expresión de genes celulares 
 
Tat modula la expresión de numerosos genes celulares y de esta manera 
modifica el ambiente celular, haciéndolo más propicio para la replicación viral (Brigati 
et al., 2003). En concreto, Tat induce la expresión de genes que codifican interleucinas, 
quimiocinas y sus receptores como por ejemplo IL-8 (Ott et al., 1998), IL-10 
(Bennasser & Bahraoui, 2002), factor de necrosis tumoral  (TNF-) (Bennasser et al., 
2002), factor de crecimiento tumoral  (TGF-) (Barreto-de-Souza et al., 2008), 
interferon  (IFN-) (Pugliese et al., 2000) y CXCR4 (Gibellini et al., 2003). La 
expresión de la molécula de histocompatibilidad de tipo I (MHC-I) (Howcroft et al., 
1993) y de la manganasa superoxido dismutasa (MnSOD) es reprimida por la expresión 
de Tat (Flores et al., 1993).  
 
2.2.3.- Efecto de Tat sobre la activación de NF-B 
 
Tat también regula la activación de factores de transcripción involucrados en la 
expresión de los genes del VIH-1, tales como NF-B (Dandekar et al., 2008; Demarchi 
et al., 1996 y 1999), Sp1 (Chun et al., 1998), NF-AT y AP-1 (Hidalgo-Estévez et al., 
2006; Macián & Rao A, 1999). 
La máxima activación del LTR del VIH-1 requiere la acción concertada de Tat y 
de NF-B (Alcamí et al., 1995; Biswas et al., 1992, Liu et al., 1992). De hecho, la 
transactivación del LTR del VIH-1 mediada por Tat se bloquea al sobreexpresar 
inhibidores de NF-B tales como IB e IB, o IB mutado que se comporta como 
un superrepresor al ser resistente a la degradación en el proteasoma (Beauparlant et al., 
1996; Harhaj et al., 1996).  
Por otro lado, la propia proteína Tat es capaz de inducir la degradación de IB 
y permitir así la translocación nuclear de heterodímeros activos de NF-B (Cota-
Gómez, 2002; Demarchi et al., 1996; Westendorp et al., 1995 b). La base molecular de 
la activación de NF-B mediada por Tat podría ser la activación de NIK (quinasa 
inducida por NF-B), que a su vez activa a las IKK (complejo de las quinasas de IB) 
y, por tanto, potencia la degradación de IB (Li et al., 2001). Demarchi et al. (1999) 
proponen que Tat activa la proteína quinasa dependiente de ARN de doble cadena 





Más recientemente se ha demostrado que IB regula negativamente la 
replicación del VIH-1 no sólo mediante su unión a NF-B sino también mediante su 
interacción directa con Tat, que resulta en la exportación nuclear de esta proteína 
transactivadora y su retención en el citosol (Puca et al., 2007).  
Debido a que en primer lugar Tat recluta la enzima acetiltransferasa p300/CBP 
al complejo de elongación transcripcional (Benkirane et al., 1998, Hottiger & Nabel, 
1998) y en segundo lugar que la subunidad p65/RelA de NF-B es sustrato de esta 
enzima (Zhong et al., 2000), p300/CBP podría acetilar p65/RelA potenciando así la 
capacidad transcripcional de NF-B. 
 
2.2.4.- Interacción de Tat con receptores celulares 
 
Tat extracelular media algunos efectos patogénicos, por ejemplo, la 
angiogénesis, mediante la interacción con receptores localizados en la superficie de 
distintos tipos de células diana. Entre otros se incluyen el receptor del factor de 
crecimiento del endotelio vascular (Albini et al., 1996), receptores de quimiocinas como 
CXCR4 (Albini et al., 1998) e integrinas como v3 y 5v1 (Barillari et al., 1999; 
Urbinati et al., 2005).  
 
2.2.5.- Papel de Tat en la apoptosis celular 
 
Se han propuesto distintos mecanismos para explicar el descenso de células T 
CD4+ en la infección del VIH-1 in vivo, como por ejemplo que el propio virus eliminaba 
a la célula infectada al iniciar los procesos de apoptosis o muerte celular programada 
(Ho et al., 1995; Wei et al., 1995). Diferentes datos sugieren que el VIH-1 ha 
desarrollado una estrategia que le permite proteger de apoptosis a las células infectadas 
e inducirla en las no infectadas (Nardelli et al., 1995). 
En particular, la proteína Tat del VIH-1 ejerce un papel dual en la regulación de 
la apoptosis en distintos tipos celulares entre los que se incluyen las células T 
(McCloskey et al., 1997; Pocernich et al., 2005). Concretamente, las células infectadas 
por el VIH-1 que expresan Tat intracelular parecen mostrar resistencia a la apoptosis, 
mientras que las células no infectadas por el virus pero que han internalizado Tat 





et al. (1997) demostraron que en células T, la adición de Tat exógeno potenciaba la 
apoptosis mediada por activación del receptor Fas o por TNF, mientras que su 
expresión endógena era protectora. Más recientemente se ha demostrado que la 
expresión constitutiva de Tat en células Jurkat protege de apoptosis mediada por TRAIL 
(ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF) (Gibellini et al., 2001). Del mismo 
modo, la proteína Tat liberada de astrocitos infectados induce muerte celular en las 
neuronas adyacentes, que no están infectadas, mientras que los astrocitos infectados se 
muestran resistentes a la apoptosis (Pocernich et al., 2005). 
 
2.2.6.- Relación de Tat con los componentes del citoesqueleto 
 
El citoesqueleto participa en procesos fisiológicos entre los que se incluyen la 
migración celular y la apoptosis (Papakonstanti & Stournaras, 2008). La migración se 
lleva a cabo gracias a la plasticidad del citoesqueleto de actina, que controla tanto la 
orientación y la dirección del movimiento como la adquisición de la morfología 
polarizada característica (Drubin & Nelson, 1996). La quimiocina CXCL12 o SDF-1 
(factor 1 derivado de células estromales), tras la interacción con el receptor CXCR4, 
regula los procesos de migración linfocitaria (Klein & Rubin, 2004). Asimismo, 
CXCR4 es un co-receptor para la entrada del VIH en linfocitos T (Berger et al., 1998) y 
puede interaccionar directamente con Tat (Albini et al., 1998).  
Se han identificado diferentes dominios de Tat implicados en la unión de Tat a 
los microtúbulos, lo que sugiere que Tat debe de formar parte de un complejo multi-
molecular asociado con la red de microtúbulos (Giacca, 2005). En el citoplasma de 
células Jurkat, la proteína Tat interacciona directamente con los dímeros /-tubulina y 
con los microtúbulos polimerizados, alterando la dinámica de polarización-
despolarización (Campbell et al., 2004; Chen et al., 2002; de Mareuil et al., 2005). Esta 
interacción aumenta la liberación de la proteína pro-apoptótica Bim y del citocromo c 
(Chen et al., 2002; Maureil et al. 2005) pero no altera ni la progresión del ciclo celular 
ni la organización general de la red de microtúbulos (Maureil et al. 2005). Las 
reorganizaciones del citoesqueleto de actina intervienen en los cambios morfológicos 
observados durante la apoptosis (Mills et al., 1998). En células endoteliales, Tat induce 
la reorganización del citoesqueleto de actina, mediante la activación de la quinasa 1 





del citoesqueleto de actina conlleva cambios en la ondulación de la membrana, 
retracción de las zonas periféricas y desensamblaje del citoesqueleto, procesos que 
conjuntamente intervienen en la apoptosis  
 
 
3.- FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN NF-B 
  
3.1.- Generalidades  
 
Las proteínas de la familia NFB son factores de transcripción inducibles 
implicados en la regulación de la expresión de un amplio número de genes que 
controlan la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, así como genes que 







 Figura 7.- Dominios de la proteína p65/RelA. NES: secuencia de exportación  nuclear. 
 
 
Los miembros de la familia NF-B incluyen las proteínas p65/RelA, NF-B1 
(p50 y su precursor p105), NF-B2 (p52 y su precursor p100), c-Rel y RelB. Estas 
proteínas comparten en la región N-terminal un dominio de homología Rel de 300 
aminoácidos o región RHD, responsable de la dimerización, de la translocación nuclear 
y de la unión a secuencias consenso del ADN (Liou & Baltimore, 1993; Verma et al., 
1995) (Fig. 7). Las proteínas c-Rel, RelB y p65/RelA también poseen un dominio de 
transactivación en la región carboxilo terminal, que activa potentemente la transcripción 
mediante la unión a los sitios consenso de NF-B que se localizan en los promotores de 
los genes cuya expresión regula. El resto de proteínas carecen del dominio de 
transactivación, aunque son capaces de unirse a las secuencias de unión de NF-B que 
hay en el ADN y, por tanto, pueden funcionar como represores transcripcionales. En las 
células de mamíferos, NF-B está compuesto por homodímeros o heterodímeros de 
NES
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distintos miembros de la familia. En los linfocitos la forma activa más abundante es el 
heterodímero formado por una subunidad de p50 unida a una subunidad de p65 a una 
subunidad de c-Rel (Finco & Balwin, 1995).  
Las proteínas NF-B se encuentran en el citosol en forma inactiva asociadas a 
sus inhibidores, las proteínas IB Los miembros más importantes de la familia de 
proteínas IB son IB, IB, IB y Bcl-3, siendo IB el inhibidor principal en 
linfocitos (Cheng et al., 1998). En la región central la proteína IB contiene seis 
repeticiones de anquirina, secuencias de 33 aminoácidos que median las interacciones 
con NF-B, y una secuencia de localización nuclear (NLS). IB contiene dos señales 
de exportación nuclear (NES), una en el extremo carboxilo y otra en el amino (Puca et 
al., 2007). El extremo amino se fosforila en respuesta a estímulos de activación celular, 





Figura 8.- Dominios de la proteína IB.  
 
 
3.2.- Regulación de la actividad transcripcional de NF-B 
 
Existen dos vías de señalización principales que conducen a la translocación de 
los dímeros de NF-B del citoplasma al núcleo (Bonizzi et al., 2004). Las citoquinas 
proinflamatorias, que actúan a través de la familia de receptores de TNF, y las 
“estructuras moleculares asociadas a patógenos” (PAMP) que actúan a través de la 
familia de receptores de tipo Toll (TLR).  
En células no activadas de mamíferos, las proteínas IB se unen de modo no 
covalente a la región RHD de las proteínas NF-B, enmascarando las señales de 
localización nuclear e impidiendo, por tanto, su translocación al núcleo (Beg et al., 
1992). La activación celular mediante diversos estímulos tales como citoquinas, factores 
de crecimiento, ésteres de forbol, radiación ultravioleta, etc. (Baeuerle, 1991) provoca la 
fosforilación de IB a través del complejo de IKK, y su posterior poliubiquitinación y 











estructura más común del complejo IKK está formada por dos subunidades catalíticas 
(IKK- e IKK-) que se unen a la subunidad reguladora IKK-. Como consecuencia de 
la degradación de IB, NF-B es liberado al citoplasma y se puede translocar al 
núcleo, donde se une a secuencias consenso -B en los promotores de los genes cuya 
expresión regula (Ghosh y Karin, 2002; Li y Verma, 2002), siendo IB uno de los 
primeros genes expresados. Además, IB posee secuencias de localización nuclear y 
de exportación nuclear por lo que puede entrar y salir del núcleo independientemente de 
su unión a NF-B. De este modo, IB de nueva síntesis accede al núcleo y se une a 
NF-B, lo desplaza de su unión al ADN y lo devuelve en estado inactivo al citoplasma, 
ejerciendo así una función de freno transcripcional de NF-B (Arenzana-Seisdedos et 











































El estudio del tráfico núcleo-citosólico de estas proteínas puede estudiarse más 
en profundidad utilizando un inhibidor específico de la exportación nuclear de 
proteínas, como es la leptomicina B (LMB). Este compuesto es un potente antifúngico 
producido por Streptomyces spp que es capaz de bloquear la salida del núcleo de 
proteínas que contienen secuencias de exportación nuclear ricas en leucina, 
específicamente reconocidas por la exportina-1 (CMR1) (Ullman et al., 1997), como es 
el caso de p65/RelA, p50 e IB. El mecanismo de inhibición implica la unión 
covalente de LMB a un residuo de cisteína de la región central conservada de la CRM1 
(Kudo et al., 1999). De esta manera, se bloquea la unión de la CRM1 a las proteínas que 
contienen NES ricas en leucina pero no se afecta la exportación nuclear de ARNm 
(Moore & Rosbash, 2001). 
Tradicionalmente se ha considerado que la actividad de NF-B viene regulada 
por la degradación de IB inducida por la activación celular anteriormente descrita. 
Sin embargo, la actividad de las proteínas NFB también puede ser regulada mediante 
modificaciones postraduccionales tales como fosforilaciones y acetilaciones. Así, la 
fosforilación de las Ser529 y Ser536 de p65/RelA por el complejo de las IKK aumenta su 
actividad transcripcional (Sakurai et al., 1999). Además, la fosforilación de la subunidad 
p50, mediada por la fosfatidilinositol-3-quinasa en respuesta a IL-1, aumenta la 
capacidad de unión al ADN del complejo NF-B (Koul et al., 2001). Por otro lado, los 
factores de transcripción reclutan acetiltransferasas y deacetilasas de histonas en los 
sitios de unión al ADN que controlan la estructura de la cromatina mediante la 
modificación del estado de acetilación de las histonas. Éste afecta al plegamiento y la 
función de la cromatina y modula la accesibilidad de la maquinaria transcripcional al 
ADN (Eberharter & Becker, 2002). Zhong et al. (2002) describieron que cuando 
p65/RelA está fosforilado se asocia con el complejo p300/CBP, con actividad 
acetiltransferasa, y se incrementa la expresión de los genes dependientes de NF-B. Por 
otro lado, p65/RelA acetilado interacciona débilmente con IB facilitando así su unión 
al ADN y, por consiguiente, la actividad transcripcional (Chen et al., 2001 a). Por el 
contrario, cuando la deacetilasa de histonas 3 deacetila p65/RelA aumenta su avidez por 








4.- FAMILIA DE RECEPTORES TLR 
 
4.1.- Generalidades  
 
Los receptores Toll fueron inicialmente descritos en Drosophila como unos 
receptores esenciales para el establecimiento de la polarización dorso-ventral durante el 
desarrollo (Hashimoto et al., 1988). Posteriormente, se observó que participaban 
también en las respuestas inmunes innatas mediadas frente a infecciones fúngicas 
(Lemaitre et al., 1996). En mamíferos se identificaron receptores homólogos a los 
receptores Toll y, en consecuencia, se llamaron receptores de tipo Toll (TLR). Hasta el 
momento se han identificado 10 receptores funcionales de tipo TLR diferentes en 
humanos (Takeda & Akira, 2004). Estos receptores son sensores primarios que alertan 
al organismo de la presencia de patógenos mediante el reconocimiento de componentes 
conservados en virus, bacterias, protozoos y hongos, y no expresados en mamíferos, que 
en su conjunto se conocen como PAMP (Doyle & O'Neill, 2006; Takeda & Akira, 
2004; Takeda et al., 2003;). La tabla 2 resume los PAMP más comunes. Por lo tanto, la 
expresión de los receptores TLR es crítica en el sistema inmune innato, expresándose en 
monocitos, células dendríticas y neutrófilos. Los TLR se expresan en un elevado 
número de tejidos no inmunes que forman parte de la barrera de protección frente a 
patógenos, entre los que se incluyen la piel (Pivarcsi et al., 2003) y los tractos 
genitourinario, intestinal y respiratorio (Abreu et al., 2005; Droemann et al., 2003; 
Fazeli et al., 2005; Ritter et al., 2005).   
 
Tabla 2.- PAMP más comunes y receptores TLR que los reconocen: 
Tipo de TLR Principal Ligando Referencias 
TLR2 Peptidoglicano Takeuchi et al., 2000; Wang et al., 2003 
TLR2/TLR1 Lipopéptidos tipo triacil Hajjar et al., 2001 
TLR2/TLR6 Lipopéptidos tipo diacil Hajjar et al., 2001 
TLR4 Lipopolisacárido Beutler & Poltorak, 1998; Hoshino et al., 1999 
TLR5 Flagelina Hayashi et al., 2001 
TLR7 ARNmc Wang et al., 2006 
TLR3 ARNdc Kulka et al., 2004 





Además del PGN, el receptor TLR2 reconoce gran variedad de PAMP 
procedentes de bacterias, virus, parásitos, hongos y levaduras, aunque se desconoce 
porque es tan versátil (Xu et al., 2004).  
Los receptores TLR3, TLR7 y TLR9 son intracelulares, el resto se localizan en 
la membrana celular (Takeda & Akira, 2004). La mayoría de los TLR funcionan como 
dímeros, y sólo algunos lo hacen en forma de heterodímeros. En concreto, TLR2 
heterodimeriza con los receptores TLR1 o TLR6 para la discriminación de los 
















Figura 10.- Activación de NF-B mediante la activación de receptores TLR a través de la 
ruta dependiente de MyD88 
 
Estructuralmente, los TLR son receptores de membrana de tipo I formados por 
un dominio N-terminal extracelular, que contiene las repeticiones ricas en leucinas 
responsables del reconocimiento específico de los PAMP, un dominio transmembrana y 
un dominio C-terminal citoplasmático similar al encontrado en el receptor de la IL-1, 
conocido como dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR) y responsable de la señalización 
intracelular (Kawai & Akira, 2007; Takeda & Akira, 2004). La señalización intracelular 
mediada por receptores TLR requiere el reclutamiento de proteínas adaptadoras entre 
las que MyD88 (gen 88 de la respuesta primaria de diferenciación mieloide) es común a 













































que contiene el dominio TIR) es utilizada como adaptador molecular por los receptores 
TLR3 y 4. Por tanto, se definen dos vías de señalización, dependiente e independiente 
de MyD88 que, aunque utilizan mediadores intracelulares diferentes, culminan en la 
activación de NF-B (Doyle & O'Neill, 2006; Kawai & Akira, 2007) (Fig. 10). 
 
4.2.- Expresión de receptores TLR en células T 
 
Tradicionalmente se ha considerado que los receptores TLR funcionan como 
enlace entre los sistemas inmunes innato y adquirido. Las DCs inmaduras, localizadas 
en los tejidos periféricos, maduran tras la interacción de las moléculas microbianas con 
los receptores TLR y migran a los ganglios linfoides, donde tras la presentación 
antigénica inducen la diferenciación de las células T a células de respuesta Th1 o Th2 
(Sieling et al., 2003; Thoma-Uszynski et al., 2000; Xu et al., 2004). 
Se ha descrito que las células T expresan receptores TLR funcionales en su 
superficie (Cottalorda et al., 2006; Gelman et al., 2004; Imanishi et al., 2007; Kabelitz, 
2007; Komai-Koma et al., 2004), lo que permite que las células T puedan responder 
directamente a las señales de activación inducidas por la presencia de patógenos. 
Además, las células T CD4+ naïve no expresan niveles detectables de proteínas TLR2 ni 
TLR4 en humanos (Komai-Koma et al., 2004), ni de proteínas TLR3 y TLR9 en ratones 
(Gelman et al., 2004). En ambos casos, tras la activación del receptor de la célula T 
(TCR) se induce una elevada expresión del TLR correspondiente. Por otro lado, el 
tratamiento de estas células T activadas con ligandos específicos de TLR activa la 
respuesta tipo Th1 (Komai-Koma et al., 2004) así como la supervivencia celular 
mediada activación de NF-B (Gelman et al., 2004). Sin embargo, estos trabajos son 
contradictorios dado que Gelman et al. no detectaron la expresión de ARNm de TRL2 y 
TLR4, mientras el grupo de Komai-Koma sí los detectaron. Estas discrepancias pueden 
deberse a la utilización de tipos celulares diferentes. La activación de TLR2 en células T 
CD8+ de ratón reduce el umbral de activación necesario para la activación inducida por 
antígeno y, en condiciones de co-estimulación, incrementa la proliferación celular y la 
expresión de CD25. Por lo tanto, en las células T los receptores TLR pueden funcionar 
como co-receptores que potencian la proliferación, la supervivencia celular y/o la 
producción de citoquinas en células T activadas a través del TCR. Además, la 





la producción de IFN-, lo que sugiere que algunos ligandos de TLR podrían estimular 
las células T no activadas (Caron et al., 2005; Xu et al., 2004). 
 
4.3.- Papel de los receptores TLR en la activación del VIH-1 
 
La activación de los receptores TLR desencadena la activación de NF-B, factor 
esencial en la activación de la replicación del VIH-1. Está descrito que la estimulación 
de los receptores TLR2, TLR4 o TLR9 inducen tanto la transactivación del LTR como 
la replicación del VIH-1 en mastocitos latentemente infectados por el virus (Sundstrom 
et al., 2004), en células de bazo y en la línea celular monocítica THP-1 (Equils et al., 
2001), y en células del endotelio vascular (Equils et al., 2003; Sundstrom et al., 2004).  
Además, las células T CD4+, principal reservorio del VIH-1, pueden ser 
directamente e indirectamente activadas por los ligandos de los receptores TLR, y esta 
activación juega un papel muy importante en la patogénesis del VIH-1. Fragmentos de 
ARN ricos en uridina derivados del genoma del VIH-1 interaccionan con el receptor 
TLR7 en DC y macrófagos, activando directamente la liberación de IFN- y citoquinas 
inflamatorias e indirectamente a las células T (Heil et al., 2004; Meier et al., 2007). De 
hecho, se ha propuesto que los altos niveles plasmáticos de LPS, derivados de la 
translocación bacteriana, son responsables de la activación inmune sistémica descrita en 
pacientes infectados por el VIH-1 de manera crónica (Brenchley et al., 2006). Los 
niveles de activación de las células T CD4+ son inversamente proporcionales al 
restablecimiento de los mismos después del TARGA. Por lo tanto, las frecuentes co-
infecciones del VIH-1 con otros patógenos diferentes como Plasmodium falciparium, 
Leishmania donovani, Toxoplasma gondii o bacterias del género Mycobacterium 
podrían potenciar la activación de las células T y debe considerarse su implicación en la 









En este trabajo se han estudiado distintos aspectos relacionados con los factores 
más importantes implicados en el control de la replicación del VIH-1, en concreto el 
factor de transcripción celular NF-B y la proteína viral Tat. Para ello hemos dividido el 
trabajo en tres objetivos específicos principales. Los dos primeros objetivos se centran 
en el estudio de la regulación de la replicación del VIH-1 a través del sistema 
NFB/IB en linfocitos T humanos de sangre periférica, tanto en ausencia de 
activación como mediante la activación del receptor TLR2. El tercer objetivo es el 
estudio de las alteraciones funcionales inducidas por la expresión constitutiva de la 
proteína Tat del VIH-1 en linfocitos T, principalmente en el estado basal de activación 
de NF-B, en la estructura y funcionalidad del citoesqueleto y en la resistencia a 
apoptosis. 
 
Los objetivos específicos planteados en este trabajo son los siguientes: 
 
1.- Estudio del tráfico nucleocitosólico de NF-B/IB en linfocitos T CD4+ de sangre 
periférica no activados y su implicación en la replicación del VIH-1. 
 
2.- Estudio de la replicación del VIH-1 a través de la estimulación del receptor TLR2 en 
linfocitos T de sangre periférica. 
 
3.- Estudio de las modificaciones celulares inducidas por la expresión constitutiva de la 
proteína Tat del VIH-1 en células Jurkat. 
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 1.1.1.- Células T expandidas con PHA e IL-2 y linfocitos T CD4+ purificados 
 
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron de la sangre 
de donantes sanos. Las células T expandidas con el mitógeno fitohemaglutinina (PHA) 
e IL-2 y los linfocitos T CD4+ altamente purificados se obtuvieron a partir de estas 
células tal y como se describe en el apartado de métodos. 
 
 1.1.2.- Jurkat 
 
Las células Jurkat son una línea de células humanas procedente de una leucemia 
de linfocitos T CD4 (Schneider et al., 1977) (American Type Culture Collection, 
ATCC®, número de catálogo: TIB-152™). Las células Jurkat Tet-Off (BD Biosciences 
Clontech, Mountain View, CA, USA) y Jurkat-Tat se obtuvieron a partir de estas 
células utilizando el sistema de control de expresión Tet-Off (BD Biosciences Clontech) 
tal y como se describe en el apartado de métodos. 
 
1.1.3.- HEK 293T 
 
Las células 293T (American Type Culture Collection, ATCC®, número de 
catálogo: CRL-11268) son fibroblastos de riñón embrionario humano inmortalizados 




Se trata de una línea celular derivada de linfocitos T CD4 transformados con el 
virus de la leucemia humana de células T de tipo I (Harada et al., 1985) (NIH AIDS 
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1.2.- Medio de cultivo 
 
Medio completo: RPMI-1640 (BioWhitaker) suplementado con L-glutamina 2 
mM (BioWhitaker), con penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml (BioWhitaker) 




La tabla 3 resume los anticuerpos utilizados y las casas comerciales de las que se 
obtuvieron: 
 
Tabla 3.-  Anticuerpos utilizados 
 


















Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 
IB fosforilado en Ser32 Cell Signaling Technology  (Danvers, MA, USA) 
p65/RelA fosforilado Ser536 Cell Signaling Technology  
-actina Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) 
TLR2 Santa Cruz Biotechnology  
Anticuerpos secundarios anti-
inmunoglobulinas de conejo o de ratón 
conjugados con peroxidasa de rábano 
picante (HRP) 
GE Healthcare (Uppsala, Suecia) 
Anticuerpos secundarios anti-
inmunoglobulinas de conejo o de ratón 
conjugados con Alexa 488 y Texas-Red 
Molecular Probes  (Eugene, OR, USA) 
 
Anticuerpo secundario  
Anti-Conejo-FITC 
DakoCytomation  (Dinamarca) 
CD3 (clon UCHT1) eBioscience  (San Diego, USA) 
Tat (aa 1-16) Advanced Biotechnologies Inc.  
(Columbia, MD, USA). 
Proteínas de la familia de las ERM  
(Ezrina-Radixina-Moesina) 
Cedido por el Dr. Sánchez-Madrid del Hospital de la 
Princesa de Madrid (Amieva & Furthmayr, 1995; 
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La detección de interacciones antígeno-anticuerpo se realizó mediante los 
sistemas de detección de quimioluminiscencia “SuperSignal West Pico 
Chemioluminescent Subtrate” y “SuperSignal West Fento Chemioluminescent 




La tabla 4 resume los reactivos utilizados, la concentración empleada y las casas 
comerciales de las que se obtuvieron: 
 
Tabla 4.- Reactivos utilizados 
 
Anticuerpo Concentración Casa Comercial 
[-32P]-dCTP 
(actividad: 3000 Ci/mmol) 
1 µCi/100 ng sonda AmershamGE Healthcate 
 (Little Chalfont Buckinghamshire, 
UK) 
Ácido trifluoroacético (TFA) 0.1 o 5% Sigma-Aldrich 
Albúmina bovina (BSA) 1g/g proteína Sigma-Aldrich 
Bromuro de etidio 0,4 g/ml Sigma-Aldrich 
Cicloheximida (CHX) 10 g/ml Sigma-Aldrich 
Doxiciclina  1-2 g/ml BD Bioscience Clontech  
(San José, CA, USA) 
Ésteres de cianina Cy3, Cy5 y Cy2  8 pmol/g prot GE Healthcare 
Faloidina-FITC 6U/ml Invitrogen 
(Carlsbad, CA, USA). 
Fibronectina 20 o 75g/ml Sigma-Aldrich 
Fitohemaglutinina (PHA) 5 µg/ml Sigma-Aldrich 
Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 25 ng/ml Sigma-Aldrich 
Geneticina 400 g/ml Sigma-Aldrich 
Higromicina 800g/ml BD Bioscience Clontech 
IL-2 300 UI/ml. Chiron 
(Emeryville, CA, USA) 
Ioduro de propidio  20g/ml Sigma-Aldrich 
LMB 20nM Sigma-Aldrich 
Ligando del receptor Fas/CD95 20 g/ml R&D System  
(Minneapolis, USA) 
Peptidoglicano (PGN) de Staphyloccocus 
aureus* 
60 g/ml Fluka  
(Milwauke, Wis., USA) 
poli dI-dC  0,33g/g proteína Pharmacia (Peapak, NY, USA)  
Quimiocina SDF-1/CXCL12 50 nM Cedida por la Dra. Francoçoise 
Baleux del Instituto Pasteur de Paris 
RNasa A 50U/ml Sigma-Aldrich 
Tripsina porcina modificada 13 ng/l Promega 
Tunicamicina  0,1 o 1 g/ml Sigma-Aldrich 
 
* = La dosis de PGN fue elegida de acuerdo a estudios previos que mostraron que una dosis de PGN de 
50 – 60 g/ml puede inducir unión de NF-B al ADN así como incremento en la expresión de ARN de 
TLR2 en monocitos, células HeLa y DC (Liu, et al., 2001; Re & Strominger, 2004). La contaminación del 
PGN con LPS suministrado por Fluka fue previamente examinada por Kobayashi et al. (2000) mediante 
la prueba Limulus amebocyte y no se detectaron niveles significativos de contaminación. 
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1.5.- Sistemas comerciales 
 
La tabla 5 resume los sistemas comerciales utilizados y la casa comercial donde 
se adquirieron: 
 
Tabla 5.- Sistemas comerciales 
 
Nombre del sistema comercial Uso Casa comercial 
“-Galactosidase Enzyme Assay System”  
 
Cuantificación de la 




“2-D Clean-Up Kit” Concentraron de proteínas por 
precipitación) 
GE Healthcare 
“BD Pharmingen™ Annexin V : FITC 
Apoptosis Detection Kit II” 
Cuantificación de apoptosis 
mediante el uso de Anexina V 
BD Bioscience 
“CD4 Negative Isolation Kit (T helper/inducer 
cells)”  
Aislamiento negativo de  
células T CD4+ 
Dynal Biotech 
(Oslo, Noruega) 
“Cytoskelfix Cell Fixative”  
 
Permeabilización y fijación 
celular preservando las 
propiedades del citoesqueleto 
Cytoskeleton 
(Denver, CO, USA) 
 “Dynabeads CD25” Eliminación mediante 
selección positiva de células 
CD25+ 
Dynal Biotech  




“Luciferase Assay System” 
 
Cuantificación de la actividad 
luciferasa en producida por la 
luciérnaga Photinus pyralis  
 
Promega 
“Promega Access RT-PCR”  
 
Amplificación ARN total por 
RT-PCR 
Promega 
“Qiagen Plasmid Maxi Kit” Purificación de ADN 
plasmídico 
Qiagen (CA, USA) 
“RC/DC Protein Assay Kit” 
Reactivo Bradford 
 




“Renilla Luciferase Assay System” Cuantificación de la actividad 
luciferasa producida por el 
organismo marino Renilla 
reniformis  
Promega 
“RNeasy Mini kit” Purificación de ARN Qiagen 
“SilverQuestTM Silver Training Kit” Tinción con plata de geles de 
poliacrilamida 
Invitrogen 
“Sample Grinding Kit”  
 
Disrupción celular mecánica GE Healthcare 
Placas TranswellTM de 5m de poro 
 
Migración linfocitaria Costar (CA, USA) 
Sistema de expresión Tet-Off  
 
Control de la expresión génica  BD Biosciences 
Clontech 












Se han utilizado los siguientes plásmidos: 
 
 pEYFP-IB, pEYFP-p65 y CMV-pEYFP: 
 Los vectores pEYFP-IB y pEYFP-p65 contienen la fusión del gen de 
la proteína fluorescente amarilla (YFP) con el gen de la proteína IB o 
p65/RelA, respectivamente, bajo el control del promotor del CMV. 
 El vector CMV-pEYFP se utilizó como control de expresión de la 
proteína YFP bajo el control del promotor del CMV.  
 Estos tres plásmidos aparecen descritos en Birbach et al. (2002) y 
Schmid et al. (2000) y fueron amablemente cedidos por el Dr. Johannes 
Schmid, del Departamento de Investigación de Biología Vascular y 
Trombosis de la Universidad de Viena. 
 CMV- IB: el vector CMV- IB contiene el gen IB clonado en el vector 
pcDNA3.1 (+) bajo el control del promotor del CMV (Rodríguez et al. 1995).  
 CMV-Tat: el vector CMV-Tat contiene el gen Tat (isoforma 101 aa) del VIH-1 
clonado bajo el promotor del CMV (Malim et al. 1988).  
 pcDNA3.1 (+): adquirido en Promega fue el vector transfectado como control 
negativo de los vectores CMV- IB y CMV-Tat . 
 LTR-LUC, LTR-B-LUC y LTR-TAR-LUC: 
 El vector LTR-LUC está descrito en Bachelerie et al., 1991 y contiene 
las regiones U3+R del LTR del VIH-1 (cepa LAI) desde el nucleótido –
485 (Bg/II) hasta el +78 (HindIII) clonadas en el plásmido pc-LUC 
(Schwartz et al., 1990).  
 El vector LTR-B-LUC se obtuvo a partir del vector LTR-LUC tras la 
eliminación de los dos elementos de respuesta -B y su sustitución por la 
secuencia consenso de BclI (Bachelerie et al., 1991; Duh et al., 1989).  
 En el vector LTR-TAR-LUC se obtuvo a partir del vector LTR-LUC 
tras eliminar la región TAR y contiene las regiones del LTR del VIH-1 
que van desde el nucleótido –485 (Bg/II) hasta el +38 (SacI). (Bachelerie 
et al., 1991). 
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 LTR-GFP: el vector LTR-GFP se generó clonando el ADNc de la proteína 
fluorescente verde (GFP), obtenido del plásmido pGFP (BD Bioscience), en el 
plásmido LTR-LUC. 
  3-B-LUC: el plásmido 3-B-LUC contiene el gen de la luciferasa bajo el 
control de tres copias consenso -B clonado en el sitio BamHI localizado hacia 
el extremo 5’ del sitio de inicio de transcripción de la conalbúmina (Arenzana-
Seisdedos et al., 1993). 
 pTet-Off, pTRE2hyg y pTRE2hyg-Tat: 
 El plásmido pTet-Off, que permite el control de la expresión del gen 
clonado en el plásmido pTRE2hyg, se incluye en el sistema de control de 
expresión Tet-Off (BD Biosciences Clontech).  
 El plásmido pTRE2hyg-Tat se obtuvo clonando el gen viral Tat en el 
vector pTRE2hyg (BD Biosciences Clontech) utilizando las enzimas 
PvuII y NheI.  
 pNL4.3 y  pNL4.3-Renilla: 
 El vector pNL4.3 es un clon recombinante de las cepas NY5 (5´) y LAV 
(3´) que contiene el genoma completo del VIH-1 y genera una progenie 
viral infecciosa tras su transfección en numerosas líneas celulares, entre 
las que se incluyen los linfocitos T CD4+ (Adachi et al., 1986). 
 El vector pNL4.3-Renilla se generó sustituyendo el gen nef del plásmido 
pNL4.3 por el gen de la luciferasa Renilla en las posiciones NotI (8797, 
introducida por mutagénesis dirigida), y XhoI (8887) (Garcia-Perez et al., 
2007).  
 -galactosidasa y TK-Renilla:  
 El vector -galactosidasa (Promega) contiene el gen lacZ bacteriano, que 
codifica la enzima -galactosidasa, bajo el control del promotor SV-40.  
 El plásmido TK-Renilla (Promega) expresa el gen de la luciferasa 
Renilla bajo el control del promotor de la timidina. 
 El plásmido  -galactosidasa o el plásmido TK-Renilla se utilizaron 








Para la detección del ARN mensajero se utilizaron los oligonucleótidos 
indicados en la tabla 3. 
 
Tabla 6.- Resumen de oligonucleótidos 
 
Gen Nombre Secuencia (5’3’) Tamaño 
producto 














Tat  Tat-S GCAAGAAATGGAGCCAGTAG 
Tat Tat-AS GTACTACTTACTGCTTTGATAGAG 
251 pb 
* = oligonucleótidos descritos en Komai-Koma et al. (2004). 
 
Para la amplificación del gen completo de Tat que fue posteriormente clonado 
en el vector pTRE2hyg se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 
Tat-S-PvuII: 5'-CCCGGGCAGCTGCAAGAAATGGAGCCAGTA-3' 
La zona subrayada señala el sitio de corte de la enzima Pvull 
Tat-AS-NheI: 5'-GGGCCCGCTAGCCGACTAATCGCACGGAT-3' 




Como sonda de unión a NF-B se utilizaron oligonucleótidos con el doble 
motivo consenso de unión a NF-B tal y como se encuentra en el LTR del VIH-1: 
Sonda-S:   5’ AGCTTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGA 3’ 
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1.9.- Tiras de gradientes de pH para ensayos de electroforesis de dos dimensiones y 
sondas para espectrometría de masas tipo MALDI 
 
 Se utilizaron tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) prefabricadas (pH 3-11 
no lineal, 24cm de longitud; GE Healthcare) para la primera dimensión de los ensayos 
de electroforesis diferencial en dos dimensiones (DIGE). 
La mezcla de proteínas electroforéticamente separadas y posteriormente 
digeridas se depositó en una sonda MALDI AnchorChip (Brucker-Daltonics, Bremen, 




La tabla 7 resume los equipos utilizados en los experimentos descritos en este 
trabajo. 
 
Tabla 7.- Resumen de equipos 
Equipo Casa comercial 
Aparato de electrotransferencia semi-húmeda 
“Electrophoresis Power Supply” 
Consort (Turnhout, Bélgica) 
Aparato IPGPhor II para la resolución de la primera 
dimensión en ensayos DIGE  
GE Healthcare 
Citométro de Flujo FACScalibur  BD Biosciences 
Contador de centelleo líquido LS 6000LL  Beckman (Coulter, Inc., CA, USA). 
Electroporador convencional Easyjet Plus  Equibio (Middlesex, UK) 
Electroporador Nucleofector Amaxa 
Escáner para geles de plata Typhoon 9400 Imager  GE Healthcare 
Espectrómetro de masas Ultraflex MALDI TOF/TOF 
equipado con un dispositivo LIFT-MS/MS 
Brucker-Daltonics 
Espectrómetro UV/visible Ultrospec 1000E Pharmacia 
Estación de digestión de proteínas Proteineer dp  Brucker-Daltonics (Bremen, Alemania) 
Luminómetro de placa Orion y de tubo Sirius  Berthold Detection Systems 
Microscopio confocal Leica TCS-SP Leica (Turku, Finlandia) 
Microscopio confocal Radiance 2100  Bio-Rad  
Secador de geles  BioRad 












2.1.- Obtención y cultivo de células mononucleares de sangre periférica 
 
Las PBMC se aislaron a partir de sangre de donantes sanos mediante 
centrifugación a 800 g durante 30 minutos a 22 ºC en un gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA). A continuación, se recogió la fase 
que contenía las células mononucleares y se lavó tres veces mediante centrifugación a 
480 g durante 10 minutos a 22 ºC. Por último, las células se trataron con una solución 
tampón de lisis para eritrocitos (Sigma), se lavaron y se cultivaron a 37 ºC en medio 
RPMI completo a una concentración de 2x106 células/ml. 
 
2.2.- Obtención y cultivo de células T expandidas con PHA e IL-2 
 
Las células expandidas con PHA e IL-2 se obtuvieron a partir de PBMC 
incubándolas durante 3 días en presencia de PHA y durante los 9 días consecutivos en 
presencia de IL-2,  renovando la IL-2 del medio cada 2 ó 3 días. La IL-2 era eliminada 
del medio de cultivo 18 horas antes de la realización del experimento correspondiente. 
Este sistema de expansión de células T había sido previamente utilizado en nuestro 
laboratorio y se basaba en un método de expansión previamente descrito (Hazan, et al., 
1990).  
 
2.3.- Obtención y cultivo de linfocitos T CD4+ CD25- altamente purificados 
 
Los linfocitos T CD4+ se aislaron a partir de 107 PBMC mediante selección 
negativa utilizando el sistema de aislamiento celular “CD4 Negative Isolation Kit (T 
helper/inducer cells)”. Los linfocitos CD25+ se eliminaron del total de linfocitos T CD4+ 
aislados mediante selección positiva de los mismos utilizando el sistema comercial 
“Dynabeads CD25”. El protocolo de aislamiento consistió en incubar las células lavadas 
durante 20 minutos a 4ºC con la mezcla de anticuerpos proporcionada por el fabricante. 
Las células lavadas mediante centrifugación a 1430 rpm durante 8 minutos a 4ºC se 
mezclaron con las partículas Dynabeads lavadas en una proporción 9/1 con PBS1x y se 
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en agitación suave. A 
continuación, la mezcla de células y partículas Dynabeads se sometió a un campo 
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magnético durante 2 minutos. En el caso del aislamiento negativo de células T CD4+ se 
recuperó la fracción de sobrenadante. En el caso del aislamiento positivo de células 
CD25+ se recuperó la fracción de partículas Dynabeads unidas a las células. En ambos 
casos, la fracción recuperada se lavó 3 veces con PBS1x y se resuspendió en medio de 
cultivo RPMI completo. La pureza de los linfocitos T CD4+ CD25- se evaluó mediante 
citometría de flujo utilizando el programa CellQuest (BD Biosciences). Las células se 
marcaron con anticuerpos monoclonales frente a CD4 y HLA-DR conjugados con FITC 
y anticuerpos frente a CD25, CD69 y CD3 conjugados con PE. El análisis mediante 
citometría de flujo mostró que el fenotipo de los linfocitos aislados era CD4- CD25- 
CD69- HLA-DR-, con una pureza superior al 95%. Estas células se utilizaron 
inmediatamente después de su aislamiento. 
 
2.4.- Obtención y cultivo de células Jurktat Tet-Off y células Jurkat Tat 
 
Las células Jurkat establemente transfectadas con la proteína Tat del VIH-1 se 
obtuvieron mediante el sistema de control de expresión Tet-Off. Este sistema permite la 
expresión inducible de un gen clonado en el plásmido pTRE2hyg cuando éste se co-
expresa con el plásmido Tet-Off. El plásmido Tet-Off es el plásmido regulador del 
sistema y permite la inducción o la represión del gen gracias a que expresa la proteína 
tTA (transactivador controlado por doxiciclina). La proteína tTA es una proteína 
transactivadora que se une al elemento TRE (elemento de respuesta a 
tetraciclina/doxiciclina) presente en el extremo 5’ del promotor mínimo del CMV en el 
plásmido pTRE2hyg y que activa la expresión del gen clonado. La doxiciclina bloquea 
la capacidad transactivadora de la proteína tTA y por la tanto la expresión del gen 
clonado en el plásmido de respuesta pTRE2hyg. La presencia en el vector pTRE2hyg de 
un gen de resistencia a higromicina y en el vector Tet-Off de un gen de resistencia a 
geneticina, permite seleccionar los transfectantes estables mediante presión antibiótica 
en el medio de cultivo. La figura 11 muestra un esquema del sistema de control de 
expresión Tet-Off. 
Para obtener células Jurkat que expresaran constitutivamente Tat utilizando el 
sistema de control de expresión Tet-Off se utilizaron células Jurkat establemente 
transfectadas con el plásmido regulador Tet-Off (células Jurkat Tet-Off) suministradas 
por el fabricante. Estas células se mantuvieron en cultivo en presencia de 800 g/ml de 
geneticina. Las células Jurkat Tet-Off se transfectaron con el plásmido pTRE2hyg-Tat y 
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para seleccionar los transfectantes estables, 48 horas después de la transfección, se 
añadieron al medio de cultivo 25 g/ml diarios de higromicina hasta una concentración 
de 800 g/ml. Durante todo este tiempo también se añadió al medio de cultivo 800 
g/ml de geneticina. Las células Jurkat Tet-Off establemente transfectadas con el 
plásmido pTRE2hyg-Tat (células Jurkat-Tat) se mantuvieron en cultivo con 800 g/ml 

















2.5.- Citometría de flujo 
 
Los inmunofenotipajes de las células T expandidas con PHA e IL-2 y de 
linfocitos T CD4+, así como todos los inmunomarcajes en superficie e intracelulares y la 
tinción con faloidina-FITC, se analizaron con un citómetro de flujo FACScalibur 
mediante el programa CellQuest. La señal de fondo se evaluó utilizando un anticuerpo 
monoclonal del mismo isotipo y marcado con el mismo fluorocromo que el anticuerpo 
utilizado en el ensayo. Las células vivas se acotaron mediante una región en un 
diagrama de puntos en el que se representaba el parámetro SSC (side scatter), que 
indica la complejidad estructural, frente al parámetro FSC (forward scatter), que indica 
el tamaño de las poblaciones celulares. 
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2.6.- Microscopía confocal 
 
Las células se adhirieron a portaobjetos tratados con poli-L-lisina durante 30 
minutos a temperatura ambiente y se fijaron con PBS1x-PFA2% y glutaraldehído 
0,025% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron tres 
veces con PBS1x 10 minutos en agitación y dos veces con PBS1x-glicina 0,1% durante 
10 minutos en agitación. A continuación se incubaron con PBS1x/Tritón X-100 0,1% 
durante 10 minutos en agitación a temperatura ambiente y se lavaron de nuevo tres 
veces durante 10 minutos con PBS1x. Después se trataron con NaBH4 1 mg/ml en 
PBS1x durante 10 minutos en agitación. Tras un último lavado con PBS1x, se lavaron 
con PBS/BSA 2%/saponina 0,05% durante 10 minutos en agitación y se incubaron con 
el anticuerpo primario diluido en PBS1x/BSA 2% durante una hora a temperatura 
ambiente en oscuridad. Después de tres lavados con PBS/BSA 2%/saponina 0,05% en 
agitación, se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora a 
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se lavaron dos veces con PBS1x/BSA 
2%/saponina 0,05% y una vez con PBS1x, 10 minutos cada vez, en agitación. Se utilizó 
glicerol al 70% en PBS1x como medio de montaje. Los portas se conservaron a 4ºC y 
en oscuridad hasta que se visualizaron en un microscopio confocal Radiance 2100. 
Para realizar la grabación de microscopia confocal in vivo, los linfocitos T CD4+ 
se depositaron sobre cubreobjetos recubiertos con fibronectina (20 g/ml) y se 
incubaron a 37ºC durante 30 minutos para facilitar su adhesión. Durante la grabación las 
células se mantuvieron a 37ºC con CO2 al 5% y las series confocales de fluorescencia se 
obtuvieron cada 90 segundos con un microscopio confocal Leica TCS-SP. 
La tinción con un anticuerpo frente a proteínas de la familia ERM se realizó en 
células Jurkat Tet-Off y en células Jurkat-Tat adheridas durante 45 minutos a 
cubreobjetos recubiertos con fibronectina (75 g/ml) en presencia o no de SDF- . Tras 
la fijación con PBS1x-PFA2% y glutaraldehído 0,025% durante 10 minutos a 
temperatura ambiente las células se trataron durante 4 minutos a -20ºC con “Cytoskelfix 
Cell Fixative” (Cytoskeleton), un agente que simultáneamente fija y permeabiliza, 
preservando intactas las características del citoesqueleto. A continuación, se incubaron 
secuencialmente con el anticuerpo primario y secundario durante media hora a 
temperatura ambiente. Las muestras se montaron sobre portacristales utilizando medio 
de montaje mowiol (Calbiochem, Darmstadt, Germany) y se guardaron a 4ºC en 
oscuridad hasta su visualización en un microscopio confocal Radiance 2100. 
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2.7.- Preparación de extractos proteínas citosólicas y nucleares 
 Se utilizaron un mínimo de 25-50 millones de células por cada punto 
experimental. El protocolo para la extracción de proteínas citosólicas y nucleares ha 
sido previamente descrito (Lain de Lera, 1999). Las células se lavaron en PBS1X y se 
resuspendieron en 500 µl de tampón A (HEPES 10 mM pH 8, NaCl 50 mM, sacarosa 
0,5 M, ácido etilendiamino tetraacético (EDTA) 1 mM pH 8, espermidina 0,5 mM, 
espermina 0,15 mM, Tritón X-100 0,2%, PMSF 1 mM, leupeptina 0,5 µg/ml, pepstatina 
0,5 µg/ml, aprotinina 0,2 U/ml y -mercaptoetanol 7 mM), se lisaron durante 3 minutos 
a 4ºC y se centrifugaron a 6500 rpm durante 3 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido 
en este paso constituye la fracción citosólica. El pellet celular se lavó con 500 µl de 
tampón B (HEPES 10 mM pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM pH 8, espermidina 0,5 
mM, espermina 0,15 mM, glicerol 25%, PMSF 1 mM, leupeptina 0,5 µg/ml, pepstatina 
0,5 µg/ml, aprotinina 0,2 U/ml y -mercaptoetanol 7 mM). Tras una nueva 
centrifugación (6500 rpm, 4ºC, 3 minutos), el pellet obtenido se resuspendió en 100 µl 
de tampón C (HEPES 10 mM pH 8, NaCl 350 mM, EDTA 1 mM pH 8, Tritón X-100 
0,5%, espermidina 0,5 mM, espermina 0,15 mM, glicerol 25%, PMSF 1 mM, 
leupeptina 0,5 µg/ml, pepstatina 0,5 µg/ml, aprotinina 0,2 U/ml y -mercaptoetanol 7 
mM). La elución de las proteínas del pellet, que constituyen la fracción nuclear, se 
realizó mediante agitación suave a 4ºC durante 4 horas o toda la noche. La fracción 
nuclear se recogió en el sobrenadante después de una centrifugación a 14.000 rpm 
durante 15 minutos a 4ºC. La concentración de proteínas se determinó mediante la 
reacción de Bradford utilizando un espectrómetro UV/visible Ultrospec 1000E. 
 
2.8.-  Ensayo de retardo en gel 
2.8.1.- Marcaje de la sonda -B 
Cada una de las hebras complementarias se resuspendió en solución STE (NaCl 
0,1 M, Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) y se hibridaron incubando a 88ºC durante 2 
minutos, 65ºC durante 10 minutos y 5 minutos a 24ºC. 
La reacción de marcaje se realizó en un volumen final de 20 µl, utilizándose 100 
ng de la sonda hibridada, 1 µCi de [-32P]-dCTP (GE Healthcate) con una actividad de 
3000 Ci/mmol, 1 µl de tampón de reacción (MgCl2 5 mM, Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 
mM y -mercaptoetanol 1 mM), los nucleótidos dATP, dGTP y dTTP a una 
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concentración de 2mM (GE Healthcate) y 1 µl de enzima Klenow (Boehringer-
Mannheim, Ingelheim am Rhein, Alemania). La reacción se incubó 45 minutos a 37ºC. 
La sonda marcada se purificó en una columna de Sephadex G-10 (BD Biosciences 
Clontech), siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad específica de la sonda 
marcada se calculó en un contador de centelleo líquido LS 6000LL. 
 
2.8.2.- Ensayo de unión ADN-proteína 
 
La reacción se realizó en un volumen final de 20 µl. En cada ensayo se 
utilizaron 3 µg de extracto de proteína nuclear, 1 µg de poli dI-dC (Pharmacia) como 
inhibidor específico, 3 µg BSA (Boehringer-Mannheim), 4 µl de tampón de unión 5X 
(HEPES 37,5 mM pH 8, NaCl 175 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 0,25 mM pH 8, DTT 2,5 
mM y glicerol 37,5%) y 50.000 cpm (cuentas por minuto) de sonda marcada. Tras una 
incubación de 20 minutos a temperatura ambiente, las muestras se cargaron en un gel de 
poliacrilamida al 6% en TBE 0,5X (Tris 25 mM, ácido bórico 25 mM y EDTA 0,5 mM 
pH 8) y se migraron durante 90 minutos a 180 V. El gel se deshidrató en un secador de 
calor y se autorradiografió. 
 
2.9.-  Ensayo de Western-Blot 
 
Se migraron 10 µg de extractos citosólicos o nucleares obtenidos de células T, 
células Jurkat Tet-Off y células Jurkat-Tat tratadas o no con diferentes estímulos bajo 
diferentes condiciones en un gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10%. Los geles 
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond-ECL (GE Healthcare) mediante 
un aparato de electrotransferencia semi-húmeda “Electrophoresis Power Supply” 
usando la cantidad apropiada de tampón de transferencia (glicina 192mM, Tris-base 25 
mM y metanol 20%). La transferencia se desarrolló a 32mA por gel de 8x5 cm de área. 
Las membranas se bloquearon por incubación en agitación a 4ºC durante toda la noche 
con leche desnatada en polvo al 5% en PBS1X/Tween-20 0,1%. Tras el bloqueo, las 
membranas se incubaron con los anticuerpos específicos durante una hora a temperatura 
ambiente. Después de tres lavados de 10 minutos con PBS1x/Tween-20 0,1%, se 
incubaron con anticuerpos anti-inmunoglobulinas de conejo o de ratón conjugados con 
HRP durante una hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados de 10 minutos 
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con PBS1x/Tween-20 0,1%, se realizó la detección de las interacciones antígeno-
anticuerpo mediante un sistema de detección quimioluminiscente.  
 
2.10.-  Ensayo de inmunoprecipitación 
 
Para la realización de la técnica de inmunoprecipitación se utilizaron 100 µg de 
extracto proteína citosólica o nuclear obtenidos a partir de células T. Los extractos se 
incubaron con 5 µg de un anticuerpo frente a p65/RelA conjugado con bolas de agarosa 
(Santa Cruz Biotechnology) en tampón RIPA (PBS1x, 0,1% de SDS, 1% NP-40)  con 
deoxicolato sódico (DOC) al 0,5%, preparado en el momento, en un volumen final de 
500 µl, y se mantuvieron en agitación durante toda la noche a 4ºC. La 
inmunoprecipitación se recogió mediante centrifugación a 2.500 rpm durante 5 minutos 
a 4ºC y se lavó cuatro veces con tampón RIPA/DOC. Las proteínas inmunoprecipitadas 
se analizaron mediante western-blot e inmunomarcaje utilizando anticuerpos específicos 
tal y como se describió anteriormente. 
 
2.11.- Purificación de ADN plasmídico 
 
Los plásmidos se purificaron utilizando el sistema “Qiagen Plasmid Maxi Kit” 
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos métodos se basan en la lisis 
alcalina y la purificación del ADN por medio de columnas de intercambio iónico. 
 
2.12.- Sistemas de transfección 
 
Las transfecciones, transitorias o estables, se realizaron con un electroporador 
Easyjet Plus (Equibio). Brevemente, 5-10x106 de linfocitos T CD4+, células T 
expandidas con PHA e IL-2 o células Jurkat se resuspendieron en 350 l de RPMI sin 
ningún suplemento y se mezclaron con un 1g de ADN plasmídico por cada 106 células 
en una cubeta de electroporación de 4 mm de separación entre electrodos (Equibio). Las 
condiciones de transfección fueron 280 V para células Jurkat, 320 V para linfocitos T 
CD4+ y 340 V para células T expandidas con PHA e IL-2, y una capacitancia de 1500 
F en todos los casos. Después de la transfección, las células se incubaron en RPMI 
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suplementado, a 37ºC durante 18 horas. El plásmido -galactosidasa se utilizó como 
control de eficacia de transfección. 
Además, los linfocitos T CD4+ y las células T expandidas con PHA e IL-2 se 
nucleofectaron con los plásmidos pEYFP-IB, pEYFP-p65, CMV-pEYFP o pNL4.3 
utilizando el sistema “Human T cell nucleofector™” (Amaxa) según las instrucciones 
del fabricante. En breve, 5x106 linfocitos T CD4+ se transfectaron con 2 g de ADN 
plasmídico bajo las condiciones del programa de electroporación U-14 del Nucleofector 
de Amaxa. El plásmido TK-Renilla se utilizó como control de eficacia de transfección. 
 
2.13.- Sistemas de infección viral 
 
Los linfocitos T CD4+ nucleofectados con el plásmido pNL4.3 junto con el 
plásmido CMV-IB o con el plásmido pcDNA3.1, se activaron bien con anticuerpos 
frente a CD3 junto con IL-2 o bien con PHA junto con IL-2. Los cultivos se 
mantuvieron en presencia de los estímulos y la replicación del VIH-1 se determinó los 
días 5 y 7 después de la transfección, cuantificando los niveles de la proteína p24 del 
VIH-1 en los sobrenadantes del cultivo. 
Las partículas virales de NL4.3-Renilla se generaron mediante una transfección 
con fosfato cálcico de células 293T con el plásmido pNL4.3-Renilla. Las células 293T 
se cultivaron durante 24 horas en una placa de 6 pocillos a una concentración de 5x105 
células por pocillo. Las células se mantuvieron en medio fresco durante las 4 horas 
previas a la transfección. La mezcla de transfección, que contenía 200 l de HBS 
(HEPES 50mM, Na2HPO4 1.5mM, NaCl 140mM, pH 7.05), 200l de CaCl2 250 mM y 
5 g del plásmido pNL4.3-Renilla, se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente y 
se añadió gota a gota sobre las células. Tras incubar las células durante 12 horas a 37ºC 
y CO2 al 5% se eliminó la mezcla de transfección y se añadió medio fresco al cultivo. 
Tras 12 horas de incubación, las células fueron tripsinizadas, lavadas y se analizó la 
expresión de Renilla. Los sobrenadantes, que contenían las partículas virales, fueron 
almacenados -80 ºC. 
Las células T expandidas con PHA e IL-2 se distribuyeron en placas de 96 
pocillos a una concentración de 2x105 células por pocillo y se infectaron con 40 l de 
los sobrenadantes recogidos tras la transfección de las células 293T (equivalentes a 15 
ng de proteína p24) en un volumen final de 200 l y se activaron bien con anticuerpos 
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frente a CD3 o bien con PGN. A las 48 y 72 horas post-infección la replicación del VIH-
1 se evaluó mediante dos sistemas diferentes. El primer sistema consistió en la 
cuantificación de los niveles de la proteína p24 del VIH-1 en los sobrenadantes del 
cultivo. El segundo sistema consistió en la cuantificación de las unidades relativas de 
luz (URL) de los sobrenadantes obtenidos tras lisar las células con el sistema “Renilla 
Luciferase Assay System” utilizando un luminómetro de placa Orion. 
 
2.14.- Detección de la actividad luciferasa 
 
La actividad luciferasa producida por la luciferasa de la luciérnaga Photinus 
pyralis o la luciferasa del organismo marino Renilla reniformis se detectaron 
respectivamente con los sistemas comerciales “Luciferase Assay System” o “Renilla 
Luciferase Assay System”, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las células 
fueron lisadas con 100 l de tampón de lisis y tras su agitación en vórtex se 
mantuvieron durante 30 minutos en agitación suave a 4ºC. La actividad luciferasa de los 
extractos se evaluó en un luminómetro tras mezclar 20l del lisado celular con 40 l de 
sustrato. 
 
2.15.- Detección de la actividad -galactosidasa 
 
La actividad producida por la presencia de la encima -galactosidasa se midió 
con los reactivos del sistema “-Galactosidase Enzyme Assay System” (Promega), 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente las células fueron lisadas con 
150 l de tampón de lisis, se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y se 
centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante de esta centrifugación se 
mezcló con 150l del tampón de ensayo y tras una incubación a 37ºC de al menos 30 
minutos la reacción se paró con carbonato sódico 1M. La intensidad de la coloración 
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2.16.- Detección de la proteína p24 del VIH-1 
 
Los niveles de la proteína p24 del VIH-1 se cuantificaron en los sobrenadantes 
de las células infectadas mediante el ensayo “ELISA INNOTEST® HIV Antigen mAb” 
(Innogenetics). 
 
2.17.- Purificación y detección del ARN total 
 
En los protocolos para la preparación, amplificación de muestras y detección de 
los productos de PCR se consideraron las recomendaciones convencionales para evitar 
la contaminación de muestras o reactivos con productos de amplificación de PCR o con 
controles positivos (Kwok & Higuichi, 1989).  
 
2.17.1.- Purificación de ARN Total 
 
La extracción del ARN total se realizó con el sistema “RNeasy Mini kit” 
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En breve 5x106 células T fueron 
lisadas con el buffer de lisis, incluido en este sistema de purificación comercial, al que 
se le añadió -mercaptoetanol. Las células T lisadas son homogenizadas y tratadas con 
etanol 70%. El volumen obtenido fue filtrado a través de columnas comerciales, en las 
que queda retenido el ARN total. El ARN retenido se lavó con etanol (96%) y se eluyó 
con tampón RPE facilitado por el fabricante. La cantidad y pureza del ARN obtenido se 
cuantificaron en un espectrómetro UV/visible. 
 
2.17.2.- Detección de ARN Total 
 
El diseño de los oligonucleótidos específicos se realizó para amplificar regiones 
conservadas de los ARNm de IB y Tat. Las secuencias disponibles en la base de 
datos GeneBank se utilizaron para realizar alineamientos informáticos utilizando el 
programa Macaw 2.0.5 (“Multiple Alignment Construction and Analysis Workbench”, 
NCBI, Bethesda, MD).  
La expresión de ARNm de TLR2, IB y Tat se evaluó mediante amplificación 
por RT-PCR. Para amplificar el ARNm de IB se realizó una PCR anidada después de 
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la primera amplificación por RT-PCR. La expresión de ARNm de -actina se utilizó 
como control interno para validar la medida de la expresión génica.  
Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp® PCR 
System 2700 (Applied Biosystems) utilizando los oligonucleótidos descritos en la tabla 
6 en la sección de “Materiales”. 
 
2.17.2.a.- RT-PCR para la amplificación de TLR2 e IB 
 
La reacción de RT-PCR para la amplificación de TLR2 e IB se realizó con el 
sistema “Promega Access RT-PCR” (Promega). A cada tubo se le dispensó la siguiente 
mezcla de reacción: 10l de tampón 5X, MgSO4 2mM, dNTPs 0.2mM, un par de 
oligonucleotidos específicos 0.4M, 5U de RT y 5U de ADN polimerasa Tlf. Se 
añadieron 2 g de ARN y se aplicaron las siguientes condiciones de amplificación: un 
ciclo inicial de retrotranscripción de 48ºC durante 45 minutos y 95ºC durante 10 
minutos; 45 ciclos de amplificación, constando cada ciclo de desnaturalización a 95ºC 
durante 30 segundos, hibridación a 60ºC/55ºC (para amplificar IB y TLR2, 
respectivamente) durante 1 minuto y elongación a 68ºC durante 30 segundos/1 minuto 
(para amplificar respectivamente IB y TLR2); finalmente, los tubos se incubaron a 
68ºC durante 10 minutos para la elongación final. 
En la reacción de PCR anidada para la amplificación específica de ARNm de 
IB se utilizaron reactivos de Applied Biosystems. Cada tubo de reacción contenía: 5 
l del tampón II 5x, MgCl2 2mM, dNTPs 0.2 mM, oligonucleotidos específicos IB-
2A e IB-2AS a 0.2 M cada uno, y 2.5 U de ADN polimerasa AmpliTaq. Se 
añadieron 2 l de la primera reacción de amplificación. Las condiciones del 
termociclador fueron: 95ºC durante 10 minuntos; 35 ciclos de 95ºC durante 30 
segundos, 60ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 30 segundos; y una incubación 
final de 68ºC durante 10 minutos. 
 
2.17.2.b.- RT-PCR para la amplificación de Tat 
 
Para la amplificación por RT-PCR del ARNm de Tat en primer lugar se sintetizó 
el ADNc y a continuación éste se amplificó mediante PCR utilizando el sistema 
“ImProm-II™ Reverse Transcription System de Promega”. Para el primer paso de la 
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reacción se utilizó la siguiente mezcla de reacción: 22 l de tampón de amplificación 
compuesto de: Tris-HCl 50nM, pH 8.3; MgCl2 10mM, espermidina 0.5 M y DTT 10 
mM DTT, 0.5 l de cada dNTP y oligonucleótidos tipo random 3,3 M, RNAsin y 
1U/ml de la enzima ImProm- II™ Reverse transcription. Se añadieron 2 g de ARN 
extraído de células MT-2 infectadas con el virus NL-4.3, células Jurkat Tet-Off, células 
Jurkat-Tat y de los controles negativos. Para la obtención del ADNc la mezcla se incubó 
a 42ºC durante 60 minutos seguida de una incubación a 90ºC durante 10 minutos y se 
llevó a un volumen final de 40 l mediante la adición de agua. El plásmido CMV-Tat se 
utilizó como control positivo. Para amplificar mediante PCR el gen Tat, 8 l de la 
reacción de ADNc y 1g del plásmido CMV-Tat se añadieron a una mezcla de reacción 
que contenía: dNTPs 50 M, un par de oligonucleótidos específicos (0.1 mM cada uno) 
y 2U de la enzima ADN polimerasa Taq. Las condiciones de amplificación fueron las 
siguientes: 95ºC durante 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 30 
segundos, hibridación 55ºC durante 30 segundos y elongación a 72ºC durante 1 minuto; 
y un ciclo final de extensión a 72ºC durante 10 minutos. 
 
2.17.2.c.- Detección de productos de PCR 
 
Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 
1-2% con 5g/ml de bromuro de etidio en tampón Tris-acetato 0.5x. Las imágenes de 
los geles se adquirieron en un aparato BioRad Geldoc 2000 (BioRad). El análisis 
densitométrico se realizó con el programa QuantityOne de Bio-Rad. 
 
2.18.- Análisis del proteoma celular basado en electroforesis bidimensional y 
espectrometría de masas de tipo MALDI-MS(/MS) 
 
El análisis proteómico de las células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat se realizó en la 
Unidad de Proteómica, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares en  
Madrid. La figura 12 muestra un esquema general del análisis del proteoma basado en 
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2.18.1- Ensayos de electroforesis diferencial en gel de dos dimensiones   
 
2.18.1.a.- Preparación de las muestras 
 
Los extractos proteicos de las muestras se prepararon a partir de células Jurkat 
Tet-Off, usadas como control, y de células Jurkat-Tat. Las células se lisaron mediante 
disrupción mecánica utilizando el sistema “Sample Grinding Kit” (GE Healthcare) y un 
tampón de lisis (Tris-HCl 30mM, pH 8.5 4ºC; urea 6M; tiourea 2M; CHAPS al 4%; 
DTT 50mM) durante 60 minutos. Las proteínas se purificaron y se concentraron 
mediante precipitación con el sistema “2-D Clean-Up Kit” (GE Healthcare) y se 
resuspendieron en tampón de lisis sin DTT durante 2 horas. La concentración de 
proteínas se midió con el sistema “RC/DC Protein Assay Kit” (Bio-Rad). Las muestras 
se mantuvieron congeladas a -80ºC hasta su utilización. 
La figura 2 muestra un esquema general del análisis del proteoma basado en el 
ensayo DIGE que se realizó en células Jurkat-Tat y en células Jurkat Tet-Off. 
 
2.18.1.b.- Marcaje de proteínas con fluoróforos para DIGE 
 
Las muestras de proteínas anteriormente obtenidas se marcaron según las 
instrucciones del fabricante. Brevemente, 50 g de cada extracto proteico se marcó 
separadamente a 0ºC, en oscuridad y durante 30 minutos con 400 pmoles de ésteres N-
hidroxisuccinimida de colorantes de cianina (Cy3 y Cy5) disueltos en dimetil 
formamida al 99.8% (Sigma-Aldrich). El control interno, que contiene una mezcla 
equimolar de todos los extractos proteicos, se marcó con Cy2. Las muestras marcadas 
con Cy2, Cy3 y Cy5 se mezclaron y se añadió el mismo volumen de tampón de 
rehidratación 2x (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%) que además contenía DTT 50mM 
y buffer IPG al 1%. Esta mezcla se sometió a electroforesis en dos dimensiones (2D). 
 
2.18.1.c- Electroforesis en 2D  
 
La electroforesis 2D se realizó tal y como está descrita en Görg, et al. (2005) y 
en Rabilloud (1998).  
 
 


































Figura 12.- Esquema general del análisis del proteoma basado en electroforesis bidimensional y 
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En la primera dimensión o isoelectroenfoque se utilizaron tiras IPG 
prefabricadas con gradiente de pH 3-11 no lineal de 24cm de longitud. Las muestras se 
aplicaron en las tiras IPG previamente rehidratadas con 450l de tampón de 
rehidratación (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS al 2%, tampón IPG al 0,75% pH 3-11 no 
lineal, DeStreak 10mM (GE Healthcare) y una cantidad mínima de azul de bromofenol). 
En cada tira IPG se cargaron 100-150 g de proteína y la primera dimensión de la 
electroforesis se desarrolló en el aparato IPGPhor II, siguiendo un incremento gradual 
del voltaje hasta 300 V durante 3 horas, un incremento en gradual desde 300 V hasta 
1000 V durante 4 horas y un incremento gradual desde 1000 V hasta 8000V durante dos 
horas, y después se mantuvo constante en 8000 V. A continuación, las tiras IPG se 
equilibraron dos veces durante 15 minutos con Tris-HCl 50mM pH 8,8, urea 6M, 
glicerol al 30%, SDS 2%, y un poco de azul de bromofenol. La primera solución de 
equilibrado contenía DTT 2%, y en el segundo equilibrado contenía yodoacetamina al 
4% en lugar de DTT. 
La segunda dimensión (electroforesis SDS-PAGE) se realizó en geles de 
poliacrilamida homogéneos al 12.5%, de 1 mm de grosor y de dimensiones 26 x 22 cm. 
La electroforesis se desarrolló a corriente constante (45 minutos a 2 mA por cada gel y 4 
horas a 20mA por gel) y a 25ºC. 
 
2.18.1.d.- Tinción de plata de geles de poliacrilamida 
 
Los geles se tiñeron utilizando el sistema “SilverQuestTM Silver Training Kit” 
conforme a las instrucciones del fabricante. En resumen los geles fijados (etanol 40%, 
ácido ácetico 10%, 5 minutos) y lavados con etanol 10% se tratan con un reactivo que 
aumenta la sensibilidad de la tinción. Tras dos intensos lavados con agua, los geles son 
teñidos con plata durante 15 minutos. 
 
2.18.1.e.- Adquisición y análisis de imágenes de los geles de plata 
 
Los geles se escanearon en un Typhoon 9400 Imager y se analizaron con el 
software DeCyder versión 5.01. Se realizó el análisis diferencial dentro de cada gel y el 
análisis de la variación biológica. 
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2.18.2.- Aislamiento de proteínas de geles 2D 
 
Los puntos de proteínas de los geles teñidos con plata se recortaron 
manualmente de los geles y se digirieron automáticamente con una estación de digestión 
de proteínas Proteineer DP (Broker-Daltonics, Bremen, Alemania). El protocolo de 
digestión utilizado fue el descrito por Schevchenko et al. (1996), con algunas 
variaciones: los geles se sometieron a reducción con DTT 10mM en bicarbonato 
amónico 50mM, se lavaron con bicarnato amónico 50mM y acetonitrilo y se secaron 
bajo una corriente de nitrógeno. Tripsina porcina modificada (Promega) a una 
concentración final de 13 ng/l en bicarbonato amónico a 50nM se añadió a las piezas 
de gel secas y la digestión se desarrolló a 37ºC durante 6 horas. Por último, TFA al 5% 
(95% de pureza) se añadió para la extracción peptídica. 
 
2.18.3.- Espectrometría de masas de tipo MALDI-MS(/MS) y búsqueda de 
proteínas en bases de datos 
 
 Las proteínas separadas electroforéticamente y posteriormente digeridas se 
analizaron mediante espectrometría de masas (MS) seguida de una exhaustiva búsqueda 
en bases de datos para poder identificar dichas proteínas. Se aplicó una espectrometría 
de masas de tipo MALDI (MALDI-MS). En concreto se realizó un ensayo MALDI-MS 
basado en la identificación de fragmentos peptídicos de secuencia específica o también 
conocida como espectrometría de masas en tándem (MS/MS). Este método combina al 
menos dos espectrómetros de masas en tiempo y en espacio, lo que permite obtener más 
información acerca de la secuencia primaria de los péptidos analizados. La 
espectrometría tipo MALDI-MS(/MS) utilizada lleva además un sistema de “tiempo de 
vuelo en tándem” TOF/TOF, que se usa los espectros primarios de péptidos de hasta 35-
40 kD. 
  Una alícuota de la solución de proteínas digeridas se mezcló con una alícuota de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (Brucker-Daltonics) en acetonitrilo acuoso al 33% y 
TFA al 0,1%. Esta mezcla se depositó en una sonda MALDI AnchorChip (Brucker-
Daltonics) de 600 m y se dejó secar a temperatura ambiente. Los datos de MALDI-
MS(/MS) se obtuvieron en un espectrómetro de masas Ultraflex MALDI TOF/TOF 
equipado con un dispositivo LIFT-MS/MS (Brucker-Daltonics). Los datos de masa 
peptídica se analizaron en detalle utilizando el programa FlexAnalysis (Brucker-
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Daltonics). Los datos obtenidos de los péptidos identificados se combinaron utilizando 
el programa MS Biotools (Brucker-Daltonics) para poder buscar coincidencias en la 
base de datos NCBInr utilizando el programa MASCOT (Matriz, Science, London, UK) 
(Perkins, et al., 1999).   
 
2.19.- Análisis de la funcionalidad del citoesqueleto 
 
 2.19.1.- Migración linfocitaria  
 
Los ensayos de migración linfocitaria o quimiotaxis se realizaron en placas 
TranswellTM (Costar) de membranas de policarbonato de 6,5 mm de diámetro y 5m de 
tamaño de poro. Brevemente, 1x105 células Jurkat-Tat o Jurkat Tet-Off se 
resuspendieron en medio de cultivo suplementado y se depositaron en la cámara 
superior, en presencia o no SDF-1 en las cámara inferior. Las células se incubaron 
durante 2 horas a 37ºC en atmósfera al 5% de CO2 para permitir la migración a través 
de la membrana de policarbonato. Las células migradas se recogieron de la parte 
inferior de la cámara Transwell, se tiñeron con yoduro de propidio y se cuantificaron 
mediante un citómetro de flujo permitiendo el flujo de la muestra durante 1 minuto. La 
capacidad de migración en respuesta al estímulo quimioatrayente SDF-1 se normalizó 
conforme a la migración del mismo tipo celular en ausencia de SDF-1. 
 
 2.19.2.- Polimerización de actina 
 
La polimerización de los filamentos de actina se estudió en presencia o no de la 
quimiocina SDF-1 durante 15 segundos a 37ºC. A continuación, las células se fijaron 
y permeabilizaron simultáneamente con PFA2% y Tritón X-100 0,1%, y los filamentos 
de actina se marcaron con faloidina conjugada con FITC durante 15 minutos a 37ºC. La 
faloidina es una toxina típica del hongo Amanita phalloides que se une a los filamentos 
de actina (actina polimerizada), estabilizándolos (Faulstich et al., 1988; Vetter, 1998). 
La actina intracelular polimerizada se determinó mediante citometría de flujo. La 
fluorescencia propia de las células se utilizó como control negativo. 
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 2.19.3.- Ensayo de polarización celular 
 
La capacidad de polarización frente a SDF-1 se estudió en células Jurkat-Tat 
en comparación con las células Jurkat Tet-Off. Las células se adhirieron a portaobjetos 
recubiertos con fibronectina (75 g/ml) y se mantuvieron 45 minutos a 37ºC en 
presencia o no de SDF-1. Seguidamente se realizó un ensayo de inmunofluorescencia 
utilizando un anticuerpo frente a proteínas de la familia ERM y un anticuerpo 
secundario conjugado con Texas-Red (Molecular Probes). El marcaje se observó en un 
microscopio confocal (BioRad). El índice de polarización se calculó según el tanto por 
ciento de la proporción de células polarizadas en relación a las células totales contadas 
en 15 campos diferentes elegidos de manera aleatoria. 
 
2.20.- Estudio de la apoptosis celular 
 
 2.20.1.- Análisis del ciclo celular 
 
Células Jurkat-Tat y sus controles, las células Jurkat Tet-Off, se incubaron con 
tunicamicina (0,1 ó 1 g/ml) durante 18 horas. La inducción de apoptosis se midió 
cuantificando el contenido de ADN en cada fase del ciclo celular. Para realizar el 
estudio del ciclo celular las células se fijaron con etanol 70% a –20ºC durante 30 
minutos a 4ºC, se lavaron con PBS1x y se trataron con RNasa A 30 minutos a 37ºC. 
Estas células se analizaron en un citómetro de flujo después de tratar las células con 
yoduro de propidio 0.003%. 
 
2.20.2.- Análisis de apoptosis temprana mediante Anexina V 
 
Células Jurkat-Tat y sus controles, las células Jurkat Tet-Off, se incubaron con 
un anticuerpo frente al receptor de muerte celular Fas/CD95. La inducción de apoptosis 
temprana se midió cuantificando la expresión en superficie de fosfatidil serina, un 
fosfolípido que se encuentra en la cara interna de la membrana celular y que se expone 
en la superficie de las células que van a entrar en apoptosis. Para detectar la presencia 
de fosfatidil serina, las células se tiñeron con Anexina V, ligando específico de la 
fosfatidil serina, conjugada con FITC, manteniendo una concentración determinada de 
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calcio según las especificaciones del fabricante (BD Biosciences). El porcentaje de 
células que se tiñeron con Anexina V se determinó en un citómetro de flujo. 
 
2.21.- Análisis estadístico 
 
La significación estadística de las diferencias observadas en la replicación del 
VIH-1 en las distintas condiciones experimentales, se analizaron mediante la prueba no 
paramétrica de Mann-Whitney utilizando el programa SPSS versión 14 (Addlink 
Software Científico, Madrid, España).  
En los experimentos de transfección de linfocitos T CD4+ con el vector pNL4.3 
las diferencias estadísticas se evaluaron entre los valores medios de producción de p24 
en condiciones de sobreexpresión de IB. En estas condiciones, los valores p<0,05 se 
consideraron estadísticamente significativos. 
En los experimentos de infección de células el virus NL4.3-Renilla, las 
diferencias estadísticas en la producción de p24 y de actividad luciferasa se evaluó entre 
las diferentes condiciones experimentales (basal, anti-CD3, PGN) en un mismo tiempo. 
Los valores p<0,001 se consideraron estadísticamente significativos.









1.- ESTUDIO DEL TRÁFICO NUCLEOCITOSÓLICO DE NF-B/IB EN 
LINFOCITOS T CD4+ DE SANGRE PERIFÉRICA NO ACTIVADOS Y SU 
IMPLICACIÓN EN LA REPLICACIÓN DEL VIH-1 
 
1.1.- Caracterización del estado de activación de las células T expandidas con PHA 
e IL-2 
 
Para analizar la presencia de las proteínas NF-B e IB en el núcleo de 
linfocitos T obtenidos a partir de PBMC, así como para la extracción de ARNm se 
necesitan aproximadamente 50x106 células para cada punto experimental. Por lo tanto, 
la cantidad de células T no activadas obtenidas directamente a partir de un único 
donante no es suficiente para realizar algunos de los experimentos necesarios para llevar 
a cabo los objetivos planteados en esta tesis. Por esta razón, las células T fueron 
expandidas mediante el tratamiento con PHA e IL-2 siguiendo un protocolo puesto a 
punto en nuestro laboratorio y basado en un método previamente descrito (Hazan, et al., 
1990). El análisis de la expresión en superficie de marcadores de activación en estas 
células mostró una población muy homogénea con expresión superior al 98% de CD3 y 
de CD2 (Fig. 13). La presencia de poblaciones de linfocitos Natural Killer (NK) o 
linfocitos B fue inferior al 2%, como se observó en el análisis por citometría de flujo de 
la expresión en superficie de CD56 o CD19. Como se indica en la sección de Materiales y 
Métodos, durante las 18 horas previas a la realización de los experimentos, las células 
expandidas con PHA e IL-2 se incubaron en ausencia de IL-2 con objeto de disminuir 
su estado de activación. Tras la depleción de IL-2, estas células T presentaron en su 
superficie los marcadores de activación celular CD25 y CD69 (Fig. 13). Sin embargo, no 
se detectó la presencia de complejos NF-B activos (heterodímeros p50/p65) en el 
núcleo de estas células, como se observó mediante experimentos de retardo en gel (Fig. 
14A, carril 1). El tratamiento con PMA indujo la formación de complejos p50/p65 (Fig. 
14A, carril 2), como se ha descrito previamente (Laín de Lera et al. 1999).  Por último 
se descartó que la transfección de PBMC mediante electroporación convencional 
(electroporador de Equibio, 4 mm de separación entre electrodos) o con el sistema de 
nucleofección (Amaxa) activara la translocación nuclear y la unión al ADN de los 
heterodímeros activos p50/p65. Con este objetivo, extractos nucleares obtenidos a partir 
de PBMC electroporados mediante ambos métodos con un vector control (pcDNA3.1) 
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se analizaron en geles de retardo. La transfección en sí misma no indujo la activación de 


















Figura 13.- Análisis fenotípico de células T expandidas a partir de PBMC humanas mediante 
tratamiento con PHA e IL-2. Linfocitos T expandidos con PHA e IL2 fueron marcados con anticuerpos 
frente a marcadores de: linfocitos T (CD3, CD2), linfocitos NK (CD56) y linfocitos B (CD19), así como 
marcadores de activación de células T (CD25, CD69). Los datos mostrados son representativos de al menos 
























Figura 14.- Análisis de la capacidad de unión al ADN de NF-B en  células T expandidas a partir de 
PBMC humanas mediante tratamiento con PHA e IL-2. Ensayo de retardo en gel de extractos de 
proteínas nucleares de (A) células T expandidas con PHA e IL-2, activadas o no con PMA; y (B) PBMC 
sin tratar, tratadas con PHA e IL2, o transfectadas mediante electroporador convencional o mediante el 
nucleofector de Amaxa. Se incubaron 3g de proteína nuclear con una sonda marcada con [-32 P]-dCTP 
que contenía un doble consenso -B. 
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Por lo tanto, las células T expandidas mediante este sistema se utilizaron en los 
experimentos de inmunoprecipitación y en los experimentos de unión al ADN, que se 
muestran en la figura 18 y en los experimentos que desarrollan el objetivo 2 de esta 
memoria. El resto de experimentos recogidos en este apartado 1 se llevaron a cabo en 
linfocitos T CD4+ CD25- humanos purificados a partir de PBMC no activadas. 
 
1.2.- Análisis de la distribución subcelular de IB y p65/RelA en linfocitos T CD4+ 
no activados 
 
 Los estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que en 
linfocitos T CD4+ IB se transloca al núcleo después de la activación con PMA (Laín 
de Lera et al., 1999). Además se ha descrito que IB y p65/RelA circulan 
continuamente entre el núcleo y el citosol en líneas celulares no linfoides en ausencia de 
activación celular (Birbach et al., 2002; Huang et al., 2000). Sin embargo, este 
mecanismo no se ha estudiado en linfocitos T de sangre periférica no activados. Por este 
motivo, se analizó la circulación nucleocitosólica de IB y p65/RelA en linfocitos T 










Figura 15.- Localización subcelular de IκBα y p65/RelA en linfocitos T CD4+. Las células fueron 
tratadas o no tratadas con LMB, fijadas, permeabilizadas y teñidas con anticuerpos específicos frente a 
IκBα y p65/RelA. Se utilizó un anticuerpo secundario conjugado con Texas-Red. Las imágenes se 
adquirieron mediante microscopia confocal. 
 
En primer lugar, se analizó la distribución subcelular de IB y de p65/RelA 
mediante microscopía confocal. Tanto IB como p65/RelA se localizaron en el 
citoplasma de estas células T no activadas (Fig. 15). Después del tratamiento con LMB 








nuclear se observó en ausencia de cualquier estímulo y no fue debido a la activación por 
componentes del suero porque resultados similares se observaron tras la deprivación del 
suero del medio de cultivo (datos no mostrados). 
Estos resultados se confirmaron utilizando proteínas quiméricas formadas por la 
proteína YFP fusionada con IB (EYFP-IB) o con p65/RelA (EYFP-p65). Para 
ello, linfocitos T CD4+ se transfectaron transitoriamente con los vectores de expresión 
de estas proteínas (pEYFP-IB y pEYFP-p65) por separado. Veinticuatro horas 
después de la transfección las células se trataron con LMB y se analizaron mediante 
microscopia confocal. Las proteínas de fusión EYFP-p65 y EYFP-IB, que tenían una 
localización principalmente citosólica en células no estimuladas, quedaron retenidas en 
el núcleo tras el tratamiento con LMB en ausencia de activación (Fig. 16). Para 
descartar que la localización de las proteínas quiméricas pudiera ser inespecífica se 
utilizó como control un vector de expresión de la proteína YFP bajo el control del 
promotor del CMV (CMV-pEYFP). La proteína YFP, que carece de secuencias NLS y 
NES, se distribuyó homogéneamente por toda la célula, con independencia del 








Figura 16.- Localización subcelular de las proteínas de fusión EYFP-IκBα y EYFP-p65 en linfocitos 
T CD4+. A) Las células se transfectaron transitoriamente con 1 g del vector de expresión pEYFP-IκBα o 
pEYFP-p65 por millón de células. Tras el tratamiento con LMB  las células se analizaron mediante 
microscopia confocal. El plásmido CMV-pEYFP se utilizó como control de distribución inespecífica.  
 
Utilizando las proteínas de fusión EYFP-p65 y EYFP-IB se estudió también 
la dinámica de la circulación núcleo-citoplásmica de NFB/IB en células vivas. 
Linfocitos T CD4+ transfectados con el vector pEYFP-IB se analizaron mediante 
microscopía confocal, tomando fotografías cada 90 segundos antes y durante el 
tratamiento con LMB. Tras varios ensayos, el tiempo medio necesario para que el 
núcleo del linfocito quedase saturado con IB fue de seis minutos. La figura 17 







La toxicidad relacionada con la dosis de LMB utilizada (20nM) (Hamamoto et 
al., 1983; Matsuyama et al., 2006) se analizó tras 24 horas de tratamiento mediante 








Figura 17.- Análisis de la cinética de translocación nuclear de IB en células T vivas. Imágenes 
obtenidas mediante microscopía confocal de un linfocito T CD4+ transfectado con el plásmido pEYFP-
IκBα antes y después del tratamiento con LMB (20nM). 
 
 
1.3.-  Caracterización de las interacciones entre p65/RelA e IB en linfocitos T no 
activados 
 
Para determinar si p65/RelA e IB se encontraban en el núcleo de linfocitos T 
no activados, extractos de proteínas nucleares y citosólicas se analizaron mediante 
ensayos de western-blot utilizando anticuerpos específicos. Estos experimentos, así 
como el estudio de la capacidad de unión de NF-B al ADN se realizaron en células T 
obtenidas a partir de PBMC y expandidas según el protocolo descrito en el apartado 1.1. 
Tras el tratamiento con LMB, se indujo un incremento de p65/RelA e IB 
principalmente en el núcleo, mientras que no había diferencias significativas en la 
concentración citosólica de estas proteínas (Fig. 18A). Cuando estas células T fueron 
activadas con PMA, la cantidad de IB nuclear disminuyó, respecto a los niveles de 
p65/RelA (Fig. 18A, núcleo, carril 3). Con estos mismos extractos de proteínas 
nucleares se realizaron ensayos de inmunoprecipitación utilizando un anticuerpo frente 
a p65/RelA. Los complejos NF-B/IB se detectaron en el núcleo de células T no 
activadas, tratadas o no con LMB (Fig. 18A), pero no fueron detectados en el núcleo de 
las células activadas con PMA. 
Una vez confirmado que tanto p65/RelA como IB eran capaces de circular 
entre el núcleo y el citoplasma en células T en ausencia de activación, la capacidad de 
unión de NF-B al ADN se analizó mediante ensayos de retardo en gel. A pesar de que 
 t=0' t=1' t=3' t=6'
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en el núcleo de las células T no activadas se observó la presencia de p65/RelA por 
western-blot, no se detectó unión a la sonda -B, ni siquiera en presencia de LMB (Fig. 
18B, carriles 1 y 2). Esto concuerda con la presencia de complejos de NFB e IB 
detectados en el núcleo de estas células mediante inmunoprecipitación con anti-
p65/RelA (Figura 18A, núcleo, carriles 1 y 2). Sin embargo, NF-B sí interaccionó con 
los motivos consenso -B en el ADN después de la activación con PMA (Fig. 18B, 
carril 3). Este hecho correlaciona con la ausencia de complejos NFB/IB en el 


















Figura 18.- Análisis de la distribución subcelular de los complejos NF-κB/IκBα en  linfocitos T CD4+ 
y de la dependencia de los niveles IκBα de la síntesis de novo de proteínas. A) Análisis de la 
distribución subcelular de p65/RelA e IκBα en linfocitos T CD4+ y de la presencia de complejos NF-
κB/IκBα en el núcleo después del tratamiento con LMB o PMA. Diez g de extractos de proteínas 
citosólicas y nucleares obtenidos de linfocitos T CD4+ tratados con PMA o LMB durante 4 y 6 horas 
respectivamente se analizaron mediante western-blot utilizando anticuerpos frente a p65/RelA e IκBα. 
Los ensayos de inmunoprecipitación se realizaron con 100 g de estos extractos de proteínas citosólicas y 
nucleares. B) Análisis de la capacidad de unión al ADN de NF-B mediante un ensayo de retardo en gel 
en linfocitos T CD4+ tratados con LMB o PMA. Tres g de extractos de proteínas nucleares se incubaron 
con una sonda marcada con [-32P]-dCTP que contiene el doble consenso -B del LTR del VIH. C) 
Análisis de la dependencia de los niveles de IκBα de la síntesis de novo. Díez g de extractos de proteínas 
nucleares se incubaron con LMB durante 4 horas y CHX y/o PMA durante 4 horas y 30 minutos o 2 horas 
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Para bloquear la síntesis de proteínas, las células T se trataron con CHX durante 
30 minutos antes de la adición de cualquier otro estímulo. Después del tratamiento con 
CHX se añadió LMB y/o PMA al medio de cultivo y los estímulos se mantuvieron 
durante 4 horas y 2 horas, respectivamente. Los extractos de proteínas nucleares 
obtenidos se analizaron mediante ensayos de western-blot. Se observó una disminución 
de la cantidad de IB en el núcleo de células T tratadas simultáneamente con CHX y 
LMB (Fig. 18C, carril 2) o con CHX, LMB y PMA (Fig. 18C, carril 3) respecto a las 
células T tratadas únicamente con LMB, lo que sugiere que el mantenimiento de los 
niveles de IB es dependiente de una síntesis continuada de la proteína.  
 
1.4.- Caracterización funcional de la actividad basal de NF-B en linfocitos T CD4+ 
 
El siguiente objetivo fue determinar la capacidad de IB para disminuir la 
actividad transcripcional de NF-B y analizar su influencia sobre la replicación del 
VIH-1. Con este propósito, linfocitos T CD4+ se transfectaron de forma transitoria con 
un vector que contiene el gen de la luciferasa bajo el control del promotor LTR del VIH 
(LTR-LUC), sólo o conjuntamente con un vector de expresión de la proteína viral Tat 
(CMV-Tat). La actividad transcripcional de NF-B se evaluó midiendo la actividad 
luciferasa en estas células. Se observó que la actividad basal de NF-B detectada se 
incrementó después de la sobreexpresión de Tat en ausencia de estímulos (Fig. 19A y 
19B, Basal, barras 1 y 3). La activación con PMA potenció la actividad de NF-B tanto 
de forma aislada como en presencia de Tat (Fig. 19A y 19B, PMA, barras 1 y 3), tal y 
como se ha descrito previamente (Alcamí y col., 1995; Beauparlant y col., 1996; Laspia 
y col., 1990). Sin embargo, cuando los niveles de IB nuclear se incrementaron bien 
por medio del tratamiento con LMB (Fig. 19A) o bien mediante la transfección 
transitoria de un vector de expresión de IB (CMV- IB) (Fig.19B), se produjo un 
acusado descenso en la actividad de NF-B. Este descenso se observó tanto en 
condiciones basales de activación, como tras la sobreexpresión de Tat y/o la activación 

























Figura 19.- Influencia de la sobreexpresión de IκBα en la transactivación del LTR del VIH-1 en 
linfocitos T CD4+. Linfocitos T CD4+ se transfectaron con el vector LTR-LUC junto con un vector de 
expresión Tat o con el vector pcDNA3.1 como control negativo. En el panel A las células se trataron con 
LMB inmediatamente después de la transfección y/o con PMA dos horas después de la transfección. En el 
panel B se co-transfectó un vector de expresión de IB y dos horas después las células se trataron con 
PMA. La actividad luciferasa se midió 18 horas después de la transfección. Los números sobre las barras 
indican el número de veces que se modifica la actividad transcripcional en comparación con las células no 
estimuladas y transfectadas con el plásmido LTR-LUC. Los datos representan medias y desviaciones 
estándar de tres experimentos diferentes. 
 
Puesto que se detectó actividad basal de NF-B en linfocitos T CD4+ en ausencia 
de activación, se intentó determinar, por un lado, si esta actividad de NF-B era 
suficiente para activar la replicación del VIH-1 y por otro lado, cual era la influencia de 
la sobreexpresión de IB en la replicación del virus. Linfocitos T CD4+, purificados a 
partir de sangre donantes sanos (CD4+, CD25-, CD69-, DR-), se transfectaron con el 
plásmido pNL 4.3, que contiene el genoma completo del VIH-1, junto con un vector de 
expresión de IB o con el vector pcDNA3.1 como control negativo. Las células se 
mantuvieron en cultivo durante 7 días, en ausencia de activación o en presencia de PHA 
e IL-2 o anti-CD3 e IL-2. La replicación del VIH-1 se evaluó en los días 5º y 7º post-
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Figura 20.- Replicación del VIH-1 en linfocitos T CD4+ en situación basal o activados. Linfocitos T 
CD4+ purificados se transfectaron con el clon viral pNL4.3 junto con el vector CMV-IκBα o pcDNA3.1 
como control. A continuación se activaron con anti-CD3 e IL-2, PHA e IL-2 o se mantuvieron en 
ausencia de activación. La replicación viral se determinó mediante cuantificación de p24 en los 
sobrenadantes del cultivo a los 5 días (A) y 7 días (B) tras la transfección. Los números sobre las barras 
indican el número de veces que se modifica la replicación relativa del VIH en comparación con las 
células no estimuladas y transfectadas con el plásmido pNL4.3. Los símbolos “*” y “#” indican 
respectivamente que las diferencias en la producción de p24 fueron estadísticamente significativas 
(p<0.05) o con tendencia hacia la significación estadística (p=0.081), mediante el test de Mann-Whitney.  
 
 
Se observó que, en aquellas células en las que se sobreexpresó IB, la 
producción de p24 disminuyó entre 2 y 3 veces después de 5 días en cultivo (Fig. 20A) 
y entre 4 y 6 veces después de 7 días en cultivo (Fig. 20B), en comparación con aquellas 
células que se co-transfectaron con un plásmido control. Además se observó producción 
de p24 los días 5º y 7º después de la infección en linfocitos T CD4+ no estimulados. La 
sobreexpresión de IB disminuyó a la mitad la replicación viral en los linfocitos T 

























































La disminución en la producción de p24 obtenida tras la sobreexpresión de IB 
el día 7º post-transfección fue estadísticamente significativo (p<0.05, test de Mann-
Whitney) en las células T CD4+ no activadas y en las tratadas con anti-CD3 e IL-2. En 
los cultivos tratados con PHA se observó una tendencia, aunque no se alcanzó la 
significación estadística (p=0.081) (Fig. 19B).  
 
 
2.- ESTUDIO DE LA REPLICACIÓN DEL VIH-1 A TRAVÉS DE LA 
ESTIMULACIÓN DEL RECEPTOR TLR2 EN LINFOCITOS T DE SANGRE 
PERIFÉRICA 
 
2.1.- Análisis de la expresión de TLR2 inducida por PGN en células T 
  
Las células T se obtuvieron según el protocolo de expansión de células T 
tratadas con PHA e IL-2 descrito previamente en el punto 1.1. Estas células se 
cultivaron en ausencia de IL-2 durante 18 horas y a continuación se trataron con PGN a 
diferentes tiempos. Se realizó entonces el aislamiento del ARN total y se analizó la 
expresión de ARNm de TLR2 mediante un ensayo de RT-PCR semicuantitativa y 
posterior análisis densitométrico. Tras el tratamiento con PGN, la expresión de ARNm 







Figura 21.- Expresión de ARNm de TLR2 en células T tratadas con PGN. La expresión de ARNm de 
TLR2 se analizó tras el tratamiento con PGN durante 30 minutos, 4 horas o 24 horas. El cociente relativo 
indica la expresión de ARNm de TLR2 comparada con la expresión en células T no tratadas con PGN. 
Los datos se normalizaron con respecto a los niveles de expresión de -actina. 
  
A continuación, se analizó la expresión basal de TLR2 en la superficie de células 
T CD3+ mediante citometría de flujo. La tinción intracitoplasmática mostró que el 83% 
de las células T CD3+ expresaban TLR2 en condiciones basales (Fig. 22A). Sin 
embargo, sólo el 3% de estas células T CD3+ expresaban TLR2 en su superficie en 
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expresión de TLR2 aumentó hasta 7,5 veces. Este incremento en la expresión se 













Figura 22.- Expresión de TLR2 en células T tratadas con PGN. La expresión de TLR2 A) intracelular 
y B) en superficie se analizó mediante citometría de flujo en células T CD3+ tratadas con PGN (60g/ml) 
durante 30 minutos, 4 horas o 24 horas. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos.  
 
 Con el fin de conocer qué subpoblación de linfocitos T formaban la población 
que expresaban TLR2 en superficie, se analizó la expresión de CD4 junto con la de 
TLR2 en linfocitos T CD3+ tratados con PGN durante 30 minutos. El análisis mediante 
citometría de flujo mostró que la mayoría de las células T CD3+ (18%) que expresaban 



















Figura 23.- Caracterización del subtipo de células T CD3+ que expresan TLR2. La expresión de 
TLR2 se analizó mediante citometría de flujo en la superficie de células T CD3+ y T CD4+ antes y después 












































2.2.- Influencia del tratamiento con PGN sobre la activación de NF-B en células T 
 
Para determinar la localización subcelular de p65/RelA las células T se 
transfectaron transitoriamente con un vector de expresión de la proteína quimérica 
EYFP-p65 (pEYFP-p65) y, 18 horas después, se trataron con PGN durante distintos 
tiempos. El análisis mediante microscopía confocal mostró que la proteína EYFP-p65 se 
acumuló progresivamente en el núcleo conforme aumentaba el tiempo del tratamiento 
con el PGN (Fig. 24). La distribución subcelular inespecífica de la proteína YFP se 








Figura 24.- Análisis de la localización subcelular de la proteína EYFP-p65 en células T tratadas con 
PGN. La localización subcelular de la proteína EYFP-p65 se analizó mediante microscopía confocal en 
células T transfectadas transitoriamente con el vector pEYFP-p65. El plásmido CMV-pEYFP se utilizó 
como control de distribución inespecífica.  
 
  
Con el objetivo de confirmar la translocación nuclear de p65/RelA mediada a 
través de la estimulación del TLR2, extractos de proteínas obtenidos de células T 
tratadas con PGN se analizaron mediante western-blot. La expresión de p65/RelA se 
mantuvo sin cambios tras el tratamiento con PGN durante 30 minutos, pero aumentó 
ligeramente tras 4 y 24 horas de tratamiento tanto en el citoplasma como en el núcleo 
(Fig. 25A y B, p65/RelA, carriles 3 y 4). Acorde con la activación de NF-B, después 
del tratamiento con PGN también se observó la degradación de su principal inhibidor 
IB (Fig. 25A y B, IB, carriles 3 y 4). Debido a que la principal modificación 
postraduccional de p65/RelA responsable de su actividad transcripcional es la 
fosforilación en la Ser536 (Sakurai et al., 1999), se estudió mediante western-blot si la 
proteína p65/RelA acumulaba en el núcleo tras el tratamiento con PGN estaba 
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prácticamente inexistente en el núcleo de células T no estimuladas, pero aumentó tras el 
tratamiento con PGN durante 4 horas y 24 horas (Fig. 25B, fosfo-p65, carriles 3 y 4). 
A continuación, se analizó la actividad de unión al ADN de NF-B en los 
extractos de proteínas nucleares mediante un ensayo de retardo en gel. En las células T 
no tratadas se observó unión al ADN de los complejos p50/p50 pero no de los 
heterodímeros p50/p65 transcripcionalmente activos (Fig. 25C, carril 1). Sin embargo, 
tras el tratamiento con PGN durante 4 y 24 horas, se indujo la unión del complejo 
p50/p65 a los motivos -B de la sonda (Fig. 25C, carriles 3 y 4). La capacidad 
transactivadora del factor NF-B inducida por el tratamiento con PGN se analizó 
también mediante la transfección del vector 3-B-LUC, que contiene el gen de la 
luciferasa bajo el control de tres secuencias -B. La actividad luciferasa aumentó 3 













Figura 25.- Activación de NF-B en células T tratadas con PGN. Extractos de proteínas (A) 
citosólicas y (B) nucleares obtenidos de células T tratadas o no con PGN se analizaron mediante western-
blot utilizando anticuerpos específicos frente a p65/RelA e IB. La proteína -actina se utilizó como 
control de carga. C) Ensayo de retardo en gel de extractos de células T tratadas o no con PGN. Tres g de 
extractos de proteína nuclear se incubaron con una sonda marcada con [-32P]-dCTP que contiene los 
consensos -B del LTR del VIH-1. D) Actividad luciferasa en células T transfectadas con el plásmido 3-
B-LUC tratadas con PGN inmediatamente después de la transfección. Los números encima de las barras 
indican el número de veces que se modificó la actividad transcripcional relativa en comparación con las 













































2.3.- Análisis de la influencia de la activación con PGN en la transactivación del 
LTR del VIH-1 y en la replicación viral en linfocitos T  
 
 Las células T se transfectaron transitoriamente con el vector LTR-LUC y fueron 
inmediatamente estimuladas con PGN (Fig. 26A). La transactivación del promotor LTR 
del VIH se evaluó midiendo la expresión de luciferasa en los extractos proteicos 
obtenidos 18 horas después de la transfección. Las URL se incrementaron 2,4 veces en 
las células tratadas con PGN en comparación con las no tratadas. 
Puesto que el tratamiento con PGN activó la transactivación del promotor LTR 
del VIH-1, se analizó si este estímulo también incrementaba la replicación del VIH-1. 
Para ello, se evaluó la producción de virus en células T infectadas con el virus NL4.3-
Renilla y tratadas con PGN durante 48 y 72 horas.  
Los resultados se compararon con los obtenidos tras la activación del receptor de 
la célula T con un anticuerpo frente a CD3. La replicación del VIH-1 se cuantificó 
midiendo la actividad Renilla en los lisados celulares. Se observó que la replicación del 
VIH-1 aumentaba más de 4 veces en las células T tratadas con PGN durante 48 horas, 
en comparación con las células T no tratadas. Este aumento se mantuvo hasta 2 veces 
tras el tratamiento con PGN durante 72 horas (Fig. 26B). La replicación del VIH-1 
también se evaluó midiendo la producción del antígeno p24 en los sobrenadantes de las 
células T a las 48 y 72 horas de infección. La producción de p24 aumentó hasta 5 veces 
tras el tratamiento con PGN durante 48 horas y este incremento se mantuvo después de 
72 horas de tratamiento (Fig. 26C). 
Los incrementos de la producción de p24 y de la actividad Renilla fueron 
estadísticamente significativos (p<0.001, test de Mann-Whitney) en las células T 












































Figura 26.- Transactivación del LTR del VIH-1 y replicación viral en células T estimuladas con 
PGN. A) Actividad luciferasa en células T transfectadas con el plásmido LTR-LUC y tratadas con PGN 
(60g/ml) inmediatamente después de la transfección. Las URL se midieron 18 horas después de la 
transfección. La replicación del VIH-1 en células T tratadas o no con PGN inmediatamente después de la 
infección con el clon viral NL4.3-Renilla se evaluó midiendo (B) URL y (C) producción p24 a las 48 y 72 
horas de infección. El símbolo “*” indica que las diferencias eran estadísticamente significativas en 
células tratadas frente a las no tratadas para un mismo tiempo de tratamiento (test de Mann-Whitney). Los 
números sobre las barras indican el número de veces que se modifica la actividad transcripcional relativa 
en comparación con las células no tratadas. Los datos mostrados representan la media y la desviación 



































































3.- ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES FUNCIONALES INDUCIDAS POR 
LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Tat DEL VIH-1 EN CÉLULAS JURKAT 
 
3.1.- Generación y caracterización de células Jurkat que expresan la proteína Tat 
del VIH-1 constitutivamente 
 
Las células Jurkat establemente transfectadas con la proteína Tat del VIH-1 se 
obtuvieron mediante el sistema de control de expresión Tet-Off (BD Biosciences 
Clontech). La expresión de Tat en las células Jurkat-Tat se evaluó en primer lugar 
mediante RT-PCR utilizando oligonucleótidos específicos para la amplificación del gen 
tat a partir de ARN total. Mediante esta metodología, los niveles de ARNm de Tat 
expresados fueron un poco inferiores a los obtenidos en células MT-2 infectadas in vitro 







Figura 27.- Expresión y localización subcelular de Tat en las células Jurkat-Tat. A) Los niveles de 
ARNm del gen tat se analizaron mediante RT-PCR: control negativo (1), células no infectadas (2), células 
Tet-Off (3), células MT-2 infectadas con VIH-1 (4), vector CMV-Tat utilizado como control positivo (5) 
y células Jurkat-Tat (5). B) Western-blot de extractos nucleares utilizando un anticuerpo monoclonal 
específico frente a Tat (aa 1-16). C) Localización de Tat en células Jurkat-Tat fijadas, permeabilizadas y 




Para determinar la localización subcelular de Tat, extractos de proteínas 
citosólicas y nucleares obtenidos a partir de células Jurkat-Tat se analizaron mediante 
un ensayo de western-blot utilizando un anticuerpo monoclonal frente a la proteína Tat. 
Este ensayo permitió tanto confirmar la expresión de Tat en los transfectantes estables 
como determinar que Tat tiene una localización preferentemente nuclear (Fig. 27B). 
Estos resultados se confirmaron mediante microscopía confocal. Para ello, se realizó 
una tinción de las células Jurkat-Tat después de su permeabilización, utilizando un 
anticuerpo monoclonal frente a Tat (Fig. 27C).  
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El siguiente paso en la caracterización de las células Jurkat-Tat fue la 
determinación del porcentaje de células que expresaban la proteína Tat dentro de toda la 
población general de transfectantes estables. Para ello, el plásmido LTR-GFP, que 
expresa la proteína GFP bajo el control del promotor LTR del VIH-1, se transfectó 
transitoriamente en las células Jurkat-Tat y la expresión de la proteína GFP se analizó 
mediante citometría de flujo. Las células Jurkat-Tat formaban una población mixta en la 













3.1.1.- Análisis de la transactivación del LTR del VIH-1 en las células 
Jurkat-Tat  
 
Se estudió la funcionalidad de Tat en las células Jurkat-Tat establemente 
transfectadas. Dado que se ha descrito que la proteína Tat es un potente activador del 
promotor LTR del VIH-1 (Brady & Kashanchi, 2005), se comprobó la actividad 
transcripcional de la proteína Tat en las células Jurkat-Tat transfectando 
transitoriamente estas células y sus controles con el plásmido LTR-LUC. La figura 16 
muestra que la actividad luciferasa es 100 veces mayor en las células Jurkat-Tat que en 
las células Jurkat Tet-Off, utilizadas como control de la transactivación basal. Con el fin 
de confirmar que el incremento en la transactivación del promotor LTR se debió a la 
expresión de Tat, las células Jurkat-Tat se trataron con doxiciclina durante 4 días para 
reprimir la expresión de Tat. A continuación, se transfectaron con el plásmido LTR-
LUC y se evaluó de nuevo la capacidad de transactivación del LTR del VIH-1. La 
actividad luciferasa disminuyó hasta alcanzar niveles similares a los obtenidos con las 
Figura 28.- Análisis del porcentaje de expresión de Tat en las células Jurkat establemente 
transfectadas con Tat. Células Jurkat-Tat y células Jurkat Tet-Off se transfectaron con el plásmido LTR-
GFP y 18 horas después se analizó su fluorescencia mediante citometría de flujo. El porcentaje indica la 












células control Jurkat Tet-Off (Fig. 29). En todos los casos, la eficacia de transfección 
se normalizó co-transfectando un plásmido de expresión de -galactosidasa. Por lo 














Tras comprobar que en las células Jurkat-Tat la transactivación del LTR del 
VIH-1 aumentó respecto a las células Jurkat Tet-Off se analizó la dependencia del 
elemento TAR y de las secuencias consenso -B en la transactivación del LTR del VIH-
1 en las células Jurkat-Tat. Con este propósito las Jurkat-Tat transfectaron con los 
vectores LTR-LUC, LTR-TAR-LUC o LTR-B-LUC por separado. Estos dos 
últimos vectores expresan el gen de la luciferasa bajo el control de un promotor LTR del 
VIH-1 en el que se ha eliminado, respectivamente, el elemento TAR o los dos motivos 
consenso -B (Fig. 30).   
La actividad luciferasa mediada por el LTR tras delecinar el elemento TAR fue 
120 veces menor que la actividad del LTR completo. Tat media la transactivación del 
LTR independientemente de TAR mediante su interacción física con diversos factores 
de transcripción implicados en la replicación del HIV-1 entre los que se encuentra NF-
B. La transfección de un vector con las secuencias -B del LTR delecionadas 
disminuyó  aproximadamente 25 veces la transactivación del LTR, lo que muestra una 
sinergia entre Tat y NF-B en la transactivación del LTR en las células Jurkat-Tat. 
 
 
Figura 29.- Análisis de capacidad de transactivación de Tat en células Jurkat que expresan Tat 
constitutivamente.- Las células Jurtkat Tet-Off, las células Jurkat-Tat y las células Jurkat-Tat tratadas 
con doxiclina  se transfectaron con el plásmido LTR-LUC. Las URL se midieron 18 horas después de la 
transfección. El plásmido -galactosidasa se co-transfectó para normalizar la eficacia de transfección. Los 
números encima de las barras indican el número de veces que se modifica la actividad transcripcional en 
comparación con las células Jurkat Tet-Off. Los datos mostraros corresponden a la media y a la 






























Figura 30.- Análisis de la transactivación del LTR del VIH-1 en células Jurkat-Tat. Células Jurkat-
Tat se transfectaron con los plásmidos LTR-LUC, LTR-TAR-LUC o LTR-B-LUC. Las URL se 
midieron 18 horas después de la transfección. La eficacia de transfección se normalizó co-transfectando el 
plásmido -galactosidasa. Los números mostrados indican el número de veces que disminuyó la actividad 
transcripcional de los vectores LTR-TAR-LUC o LTR-B-LUC respecto del vector LTR-LUC. Se 
muestran datos de la media y la desviación estándar de tres experimentos diferentes. 
 
 
3.1.2.- Estudio de la influencia de la expresión constitutiva de Tat en la 
activación de NF-B 
 
Los datos anteriores sugieren que en las células Jurkat-Tat existe un aumento de 
la actividad transcripcional de NF-B. Para confirmar este supuesto la celulas Jurkat-
Tat y Jurkat Tet-Off fueron transfectadas transitoriamente con el plásmido 3-B-LUC, 














Figura 31.- Análisis de la transactivación dependiente de secuencias -B en células Jurkat-Tat. 
Células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat se transfectaron con el plásmido 3-B-LUC junto con un vector de 
expresión de IB (CMV-IB) o con el plásmido pcDNA3.1 como control negativo. El número 
mostrado indica cuantas veces se modificó la actividad transcripcional tras la sobreexpresión de IB en 























La actividad luciferasa observada en las células Jurkat-Tat fue 108 veces mayor 
que la de las células Jurkat Tet-Off. Esta actividad fue específica de NF-B, ya que se 
inhibió en ambos tipos celulares cuando se co-transfectó un vector de expresión del 
inhibidor IB (Fig. 31). Sin embargo en las células Jurkat-Tat la actividad luciferasa 
debida a la activación de NF-B no pudo inhibirse completamente tras la 
sobreexpresión de IB. 
Para analizar la distribución subcelular de p65/RelA, las células Jurkat Tet-Off y 
Jurkat-Tat se transfectaron transitoriamente con el plásmido pEYFP-p65, se tiñeron con 
un anticuerpo frente a la histona H1 para delimitar el núcleo de las células y se 
analizaron por microscopía confocal. En comparación con las células Jurkat Tet-Off, las 
células Jurkat-Tat expresaron mayor cantidad de EYFP-p65, que además mostró una 
localización mayoritariamente nuclear, incluso en ausencia de activación (Fig. 32A). El 
plásmido CMV-pEYFP se utilizó como control de la distribución inespecífica de la 
proteína YFP (Fig. 32B). El plásmido TK-Renilla se co-transfectó como control interno 
















Figura 32.- Estudio de la distribución subcelular de la proteína EYFP-p65 en células Jurkat-Tat. 
Células Jurkat Tet-Off  y Jurkat-Tat transfectadas transitoriamente (A) con el plásmido pEYFP-p65 o (B) 
con el plásmido pCMV-EYFP utilizado como control de distribución inespecífica. Las células 
transfectadas fueron fijadas, permeabilizadas y teñidas con un anticuerpo frente histona H1. Las imágenes 
se adquirieron mediante microscopia confocal. C) Expresión del plásmido TK-Renilla utilizado como 


























Por otro lado, extractos de proteínas citosólicas y nucleares obtenidos en 
ausencia de estimulación a partir de células Jurkat-Tat y Jurkat Tet-Off, se analizaron 
mediante western-blot utilizando anticuerpos específicos frente a p65/RelA e IB, 
fosforilados o no. Se observó que la cantidad de p65/RelA total, así como de p65/RelA 
fosforilado en la Ser536, estaban incrementados en las células Jurkat-Tat, tanto en el 
citosol (Figura 33A) como en el núcleo (Figura 33B). Se analizó asimismo la capacidad 
de unión de NF-B al ADN mediante ensayos de retardo en gel. No se detectó la unión 
del heterodímero transcripcionalmente activo p50/p65 en las células Jurkat Tet-Off 
utilizadas como control, sin embargo sí se observó su unión en el núcleo de las células 











Figura 33.- Estudio de la activación de NF-B en células Jurkat-Tat. Extractos de proteínas 
citosólicas (A) y nucleares (B) obtenidos de células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat se analizaron mediante 
western-blot utilizando anticuerpos frente a p65/RelA total y fosforilado en Ser536. C) Ensayo de retardo 
en gel de extractos de células JurkatTet-Off y células Jurkat-Tat. Tres g de extractos de proteínas 
nucleares se incubaron con un oligonucleótido que contiene el doble consenso -B del LTR del VIH-1 
marcado con [-32P]-dCTP. D) Extractos de proteínas citosólicas de células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat se 
analizaron mediante western-blot utilizando anticuerpos frente a IB total e IB fosforilado en la 
Ser32. E) RT-PCR para la amplificación de ARN de IB de células Jurkat Tet-Off y células Jurkat-Tat.  
 
 
Paralelamente, IB estaba sobreexpresado en el citosol de las células Jurkat-
Tat en comparación con las Jurkat Tet-Off (Fig. 33D, IB). Es importante señalar que 
en las células Jurkat-Tat IB se encontró fosforilado (Fig. 33D, IB-fosfo). La 
resíntesis de IB también se estudió mediante RT-PCR, observándose que en ausencia 
de activación la expresión de ARNm de IB estaba incrementada en las células Jurkat-







































3.2.- Caracterización de las alteraciones funcionales inducidas por la expresión 
constitutiva de la proteína Tat del VIH-1 en células Jurkat 
 
3.2.1.- Análisis de las modificaciones inducidas en el citoesqueleto por la 
expresión constitutiva de Tat en células Jurkat 
 
Se ha descrito que la expresión intracelular de Tat puede activar o reprimir la 
expresión de genes celulares (Watson & Edwards, 1999). Por lo tanto, se analizaron las 
modificaciones inducidas en el proteoma de las células Jurkat que expresan Tat 






















Figura 34.- Análisis de las modificaciones inducidas en la expresión de proteínas relacionadas con el 
citoesqueleto por la expresión de Tat en células Jurkat. Ensayo DIGE representativo del proteoma de 
(A) Jurkat Tet-Off y de (B) células Jurkat-Tat. Los números de los puntos se corresponden con los de la 
Tabla 8. C) Representación de la expresión de proteínas asociadas al citoesqueleto que se expresan 






















































Tabla 8.- Resumen de las proteínas identificadas por espectrometría de masas tipo MALDI-MS/MS que 






























Los extractos proteicos de ambos tipos celulares se analizaron mediante un 
ensayo DIGE. Las figuras 34A y B muestran un ensayo DIGE representativo del 
proteoma de las células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat, respectivamente. Las manchas 


















































































analizadas mediante espectrometría de masas de tipo MALDI-MS/MS. Las principales 
modificaciones en los niveles de proteínas incluyeron proteínas relacionadas con el 
citoesqueleto, que estaban significativamente infraexpresadas en las células Jurkat-Tat. 
Estas proteínas fueron -actina, actina citosólica, -tubulina, anexina II, gelsolina , 
cofilina I y proteínas del complejo Rac/Rho-GDI (Fig. 34C y Tabla 8). 
Dado que en las células Jurkat-Tat se observó una infraexpresión de proteínas 
del citoesqueleto, principalmente de proteínas relacionadas con el citoesqueleto de 
actina, sus potenciales repercusiones funcionales fueron analizadas.  
En primer lugar, se analizaron las modificaciones morfológicas inducidas por la 
expresión constitutiva de Tat en células Jurkat. Se indujo un aumento del tamaño 
celular, fácilmente apreciado al observar en un microscópio confocal las células Jurkat-
Tat y Jurktat Tet-Off fijadas, permeabilizadas y teñidas con un anticuerpo frente a -
actina (Fig. 35A). En segundo lugar el tamaño y la complejidad de las Jurkat-Tat y de 
sus controles se analizó mediante citometría de flujo. Para ello se representó en un 
gráfico de puntos el parámetro SSC (side scatter), que indica la complejidad estructural 
de las células, frente al parámetro FSC (forward scatter), que indica el tamaño de las 
poblaciones celulares (Fig. 35B). Un 13% de las células Jurkat-Tat mostraron una 















Figura 35.- Análisis de los cambios morfológicos inducidos por la expresión constitutiva de Tat en 
las células Jurkat. Las células Jurkat-Tat y las células Jurkat Tet-Off usadas como control se observaron 
en un microscopio confocal tras el marcaje con un anticuerpo frente a -actina (A) o en un citómetro de 










Por otro lado, se analizó si las células Jurkat-Tat mostraban alteraciones 
funcionales del citoesqueleto de actina. En el caso de los linfocitos, el citoesqueleto es 
una pieza fundamental para el mantenimiento tanto de la morfología e integridad celular 
como de la capacidad de migración propia de estas células. La capacidad de migración 
en respuesta a estímulos quimiotácticos se estudió en placas Transwell utilizando la 
quimiocina SDF-1 (50nM) como quimioatrayente. La capacidad de migración en 
respuesta a SDF-1 se normalizó según la migración del mismo tipo celular en ausencia 
de quimiocina. La migración en respuesta a SDF-1 aumentó sólo 2 veces en las células 
Jurkat-Tat y casi 4 veces en las Jurkat Tet-Off (Fig. 36A). Sin embargo, en ausencia de 
SDF-1 la migración espontánea de las células Jurkat-Tat fue ligeramente superior a la 
de las Jurkat Tet-Off (Fig. 36B).  
La expresión en superficie de CXCR4, principal receptor de SDF-1, se estudió 
mediante citometría de flujo en las células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat. Los niveles de 















Figura 36.- Análisis de la capacidad de migración inducida por SDF-1 en las células Jurkat-Tat. 
Los ensayos de quimiotaxis se realizaron en cámaras de cultivo Transwell de 5m de diámetro de poro, 
durante 2 horas a 37ºC. Las células migradas se contaron en un citómetro de flujo. A) Migración en 
presencia o no de SDF-1. El número encima de las barras indica el incremento de migración en 
presencia de SDF-1, para cada tipo celular.  B) Migración en ausencia de SDF-1. El número encima de 
las barras indica el incremento de migración en las células Jurkat-Tat respecto a las células Jurkat Tet-
Off. Los datos mostrados son la media y la desviación estándar de tres experimentos diferentes. C) 
Marcaje en superficie y análisis por citometría de flujo del receptor CXCR4. Las líneas discontinuas 



















































































Un requerimiento imprescindible para que una célula inicie la migración es la 
previa adquisición de una morfología polarizada (Sánchez-Madrid & del Pozo, 1999). 
Por tanto, la capacidad de polarización en presencia de SDF-1 fue estudiada en las 
células Jurkat-Tat y Jurkat Tet-Off, previamente adheridas a un cubreobjeto recubierto 
con fibronectina. Las células se tiñeron con un anticuerpo frente a proteínas de la 
familia ERM, proteínas que median la unión entre las proteínas integrales de membrana 
y el citoesqueleto (Charrin & Alcocer, 2006). Se adquirieron las imágenes en un 
microscopio confocal y se calculó el índice de polarización para cada tipo celular. 
La figura 37 muestra un experimento representativo, en el que la polarización 
basal de las células Jurkat-Tat estaba incrementada un 41% con respecto a la de las 
células Jurkat Tet-Off utilizadas como controles (7%) (Fig. 37, Basal). Además, en las 
células Jurkat-Tat esta polarización no aumentó en presencia de un estímulo 
quimiotáctico, mientras que en las células Jurkat Tet-Off el índice de polarización 














Figura 37.- Análisis de la polarización celular en células Jurkat-Tat. Las células Jurkat Tet-Off y las 
células Jurkat-Tat fueron tratadas o no con SDF-1 (50nM) y se adhirieron, durante 45 minutos a 37ºC, a 
portaobjetos recubiertos con fibronectina (75g/ml). Las células fijadas y permeabilizadas se tiñeron con 
un anticuerpo específico frente a proteínas de la familia ERM. Las imágenes se adquirieron mediante 




Por último, se midió la polimerización de los filamentos de actina en situación 
basal, es decir sin utilizar ningún estímulo quimioatrayante, en células Jurkat-Tat y en 
Jurkat Tet-Off. Para ello se empleó faloidina, una toxina típica del hongo Amanita 
phalloides que se une a los filamentos de actina estabilizándolos (Faulstich et al., 1988; 
Vetter, 1998). La citometría de flujo mostró que en las células Jurkat-Tat la 
polimerización basal de la actina estaba aumentada un 9,5% en comparación con las 









Tat se estimularon con SDF-1 durante 15 segundos, la polimerización de las fibras de 
actina aumentó en un 8% en las Jurkat Tet-Off con relación a la polimerización en 
ausencia de estímulo quimioatrayente, mientras que en las células Jurkat-Tat la 








Figura 38.- Análisis de la polimerización de actina en las células Jurkat-Tat. La polimerización de 
actina se midió en las células Jurkat-Tat y Jurkat Tet-Off  incubando con faloidina-FITC. Las células se 
analizaron en un citómetro de flujo. A) Polimerización de actina en ausencia de SDF-1. B) 
Polimerización de actina en presencia de SDF-1 (50nM, 15 segundos). Los números indican el 
porcentaje de incremento de la polimerización de actina en las células Jurkat-Tat respecto a las células 
Jurkat Tet-Off, y en las células tratadas con SDF- en comparación con las no tratadas. 
 
 
3.2.2.- Análisis de la expresión constitutiva de Tat sobre la apoptosis en células 
Jurkat 
 
La reorganización del citoesqueleto tiene un papel primordial en el proceso de 
muerte celular. Por este motivo se estudió la influencia de la expresión de Tat sobre la 
apoptosis inducida por diferentes estímulos en las células Jurkat-Tat y en las Jurkat Tet-
Off usadas como controles. La apoptosis inducida por tunicamicina se analizó 
cuantificando el contenido de ADN en cada fase del ciclo celular. En ausencia de 
estímulo pro-apoptótico tanto células Jurkat Tet-Off como células Jurkat-Tat mostraron 
una fase sub-G0 similar (Fig. 39A, Control). Sin embargo, tras el tratamiento con 
tunicamicina a diferentes dosis (0,1 g/ml o 1 g/ml) el número de células en fase sub-
G0 se incrementó mucho menos en células Jurkat-Tat (5,34% o 16%) que en células 
Jurkat Tet-Off (35,3% o 54.2%) (Figura 39A, Tunicamicina).  
En segundo lugar, las células Jurkat Tet-Off y Jurkat-Tat se trataron con un 
anticuerpo monoclonal frente al receptor Fas (CD95) (20g/ml) durante 2 y 4 horas. La 
apoptosis inducida se evaluó cuantificando la expresión de fosfatidil serina en la 



























(Thiagarajan & Tait, 1990). Tras el tratamiento con el anticuerpo frente a Fas, el 
número de células en las que se indujo apoptosis fue menor en las células Jurkat-Tat 
(20% y 37% a las 2 y 4 horas, respectivamente) que en las células Jurkat Tet-Off 
utilizadas como control (50% y 64% a las 2 y 4 horas, respectivamente) (Fig. 39B). Por 
lo tanto la expresión constitutiva de Tat en células Jurkat protege frente a la apoptosis 
























Figura 39.- Cuantificación de apoptosis en células Jurkat-Tat.- A) Análisis del ciclo celular después 
de la inducción de apoptosis con tunicamicina (0,1 g/ml y 1g/ml; 18 horas). Los números indican el 
porcentaje de células que se encuentran en fase sub-G0. B) Análisis de la expresión de Anexina V en la 


























































































1.- ESTUDIO DEL TRÁFICO NÚCLEO-CITOSÓLICO DE NF-B/IB EN 
LINFOCITOS T CD4+ DE SANGRE PERIFÉRICA NO ACTIVADOS Y SU 
IMPLICACIÓN EN LA REPLICACIÓN DEL VIH-1 
 
Los reservorios celulares en los que el VIH-1 permanece en estado latente 
constituyen un obstáculo para la erradicación viral y ponen de manifiesto la necesidad 
de buscar nuevas dianas terapéuticas que permitan su eliminación y su control. El inicio 
de la transcripción del VIH-1 desde su estado de latencia en las células infectadas está 
controlado por la expresión de genes celulares inducidos durante los procesos de 
activación, principalmente NFB, y por la proteína viral Tat (Alcamí et al., 1995; Jeang 
et al., 1999; Muesing et al., 1987).  
Diversos autores han confirmado la existencia de un tráfico núcleo-citosólico 
dinámico basal de NFB e IB en líneas celulares no linfoides (Carlotti et al., 2000; 
Johnson et al., 1999). Además, nuestro grupo determinó que IB se translocaba al 
núcleo en células T humanas activadas con PMA (Laín de Lera y col., 1999). Sin 
embargo, en las células T no activadas aún no se había analizado ni el tráfico 
nucleocitosólico de NFB e IB ni su papel potencial en el mantenimiento de la 
latencia o la activación de la transcripción del VIH-1.  
Los linfocitos T CD4+ son el principal tipo celular infectado por el VIH-1 y 
constituyen uno de los reservorios virales más importantes del organismo (Chun et al., 
1995; Persaud et al., 2000). La activación celular es un requisito imprescindible para la 
replicación viral (Virelizier, 1990). En este contexto se pueden encontrar diferentes 
situaciones de expresión viral en linfocitos T CD4+ como son la latencia absoluta, 
cuando el virus se ha insertado en genes silentes, o la replicación viral masiva, cuando 
el linfocito T es activado por ejemplo mediante la estimulación del TCR. Sin embargo, 
entre estas dos situaciones extremas se encuentra la latencia no absoluta o relativa 
caracterizada por una replicación viral persistente a bajo nivel en ausencia de activación 
celular. De hecho se ha observado esta replicación a bajo nivel en células T no activadas 
(Eckstein et al., 2001; Lassen et al., 2004; Pomerantz et al., 1999; Zhang et al., 2004). A 
partir de estos datos hemos formulado la hipótesis de que la replicación a bajo nivel 
podría deberse a la activación transcripcional de NFB necesaria para la supervivencia 




Con objeto de estudiar este proceso de latencia relativa era necesario disponer de 
células T CD4+ procedentes de sangre periférica que estuvieran en un estado de reposo 
absoluto desde el punto de vista de NF-B, principal factor celular implicado en la 
iniciación de la replicación del VIH-1. Sin embargo, la obtención de células T altamente 
purificadas a partir de donantes sanos conlleva dificultades técnicas (Xu et al., 2004) y 
una limitación en el número de células que pueden conseguirse. El protocolo de 
expansión aquí descrito permite obtener una población homogénea de linfocitos T CD3+ 
suficientemente grande para obtener ARN y proteínas nucleares y citoplasmáticas de 
varios puntos experimentales. Aunque en un 4,5% de la población se detectó la 
expresión en superficie de CD56, este marcador también es expresado con un frecuencia 
del 5% en linfocitos T CD3+ (Lanier et al., 1986). Dado que CD3 no se expresa en los 
linfocitos NK concluimos que la presencia de esta población es minoritaria (<2%) en los 
cultivos expandidos. El hecho que estos linfocitos no presenten basalmente unión de 
NF-B al ADN pero ésta pueda inducirse tras la activación con PMA (Fig. 14A) 
convierte al sistema en una herramienta muy cómoda para estudiar el tráfico núcleo-
citoplasmático de NF-B e IB mediante ensayos de western-blot y unión al ADN. 
Por otro lado, la expresión en superficie de marcadores típicos de las células T activadas 
(Fig. 13) proporciona un contexto celular adecuado para estudiar la infección del VIH-1.  
 
1.1.- Distribución subcelular de IB y p65/RelA en linfocitos T CD4+ no activados 
 
En base a las observaciones anteriores, nos planteamos la hipótesis de si NF-B 
y su inhibidor IB se translocaban al núcleo en células T no activadas. Normalmente, 
en las células T no activadas el complejo p50/p65 es retenido en el citoplasma por la 
interacción con IB. La activación celular desencadena la translocación nuclear de 
p50/p65 y la expresión de genes dependientes de NF-B. De acuerdo con esta hipótesis, 
p65/RelA e IB se localizaron mayoritariamente en el citoplasma (Fig. 15). Sin 
embargo, tras la inhibición de la exportación nuclear de proteínas con LMB se observó 
una acumulación rápida de p65/RelA e IB en el núcleo de las células T CD4+, en 
ausencia de activación (Fig. 15 y 16). Además, utilizando la proteína EYFP-IB, se 
observó in vivo que, después de añadir LMB al medio de cultivo, se producía una rápida 
acumulación de IB en el núcleo de las células T CD4+ que alcanzaba la saturación en 




En cuanto al estudio de la interacción entre p65/RelA e IB  se determinó que 
p65/RelA se encuentra asociado a IB en el núcleo de células T no activadas (Fig. 
18A) por lo que no se detectó unión al ADN de los heterodímeros p50/p65 (Fig. 18C). 
Sin embargo, en las células T activadas con PMA en las que no se observó unión de 
p65/RelA con IB a pesar de la presencia de IB en el núcleo (Fig. 18A), sí se 
detectó la unión de p50/p65 a la sonda -B (Fig. 18C). Estos resultados sugieren que, en 
linfocitos T activados, las modificaciones postraduccionales de IB y/o p65/RelA 
reducirían la afinidad entre ambas proteínas, permitiendo la unión al ADN de 
heterodímeros activos de NF-B.  
Se ha descrito que en células HeLa solamente el IB de nueva síntesis es capaz 
de entrar en el núcleo (Arenzana-Seisdedos et al., 1995). De acuerdo con este supuesto, 
en las células T se observó un acusado descenso de los niveles de IB nuclear tras el 
bloqueo de la síntesis de proteínas con CHX (Fig. 18B). Sin embargo, los niveles de 
p65/RelA no se modificaron, lo cual indicaría que esta proteína es más estable y tiene 
una vida media más larga que IB, bien porque la cantidad de proteína pre-sintetizada 
es mayor o bien porque su degradación no es tan activa. Consiguientemente en los 
linfocitos T no activados IB se degrada rápidamente, por lo que se requiere una 
resíntesis continúa para mantener constantes los niveles citoplasmáticos de IB 
disociado y, por lo tanto, susceptible de ser translocado al núcleo para bloquear la 
activación de NF-B. 
Estos resultados demuestran que en linfocitos T no activados no sólo existe un 
tráfico continuo de NF-B e IB entre el núcleo y el citoplasma, sino también que este 
tráfico es un proceso extremadamente rápido que sólo puede detectarse cuando la 
exportación nuclear de proteínas es inhibida. 
 
1.2.- Importancia funcional de la actividad basal de NF-B en linfocitos T CD4+ 
 
Se ha propuesto que los bajos niveles de replicación del VIH-1 existentes en las 
células T no activadas podrían deberse a la translocación nuclear basal de NF-B, 
necesaria para la activación de los genes implicados en la supervivencia celular. 
Conforme a esta hipótesis, en las células T CD4+ transfectadas con un vector de 
expresión del gen de la luciferasa bajo el control del LTR del VIH-1, se detectó una baja 




transcripcional aumentó cuando se expresó la proteína viral Tat, también en condiciones 
de ausencia de activación. Para confirmar que la baja actividad del LTR observada en 
células T CD4+ no activadas estaba causada por la existencia de bajos niveles de NF-B 
activo, se incrementaron los niveles de IB de origen exógeno, mediante la 
transfección de un vector de expresión de IB (Fig. 19B), o de origen endógeno, 
mediante el tratamiento de las células con LMB (Fig. 19A). En ambos casos, la 
activación transcripcional del LTR del VIH-1 disminuyó notablemente, incluso cuando 
la proteína viral Tat era también sobreexpresada. Por otra parte, a pesar que en las 
células T activadas con PMA NF-B no estaba unido a IB en el núcleo (Fig 18A), la 
sobreexpresión de IB también produjo una fuerte inhibición de la transactivación del 
LTR. Puesto que IB puede unirse a p65/RelA en el núcleo y transportarlo al 
citoplasma, nuestra hipótesis era que la actividad de NF-B podía ser inhibida si 
aumentaba la concentración de IB (Fig. 19). Estos datos apoyan que los mecanismos 
implicados en las modificaciones postraduccionales de IB inducidas por PMA, que 
bloquean la formación de complejos NF-B/IB (Ghosh et al., 1998; Holden et al., 
2008; Steffan et al., 1995), pueden ser superadas por la sobreexpresión de IB.  
Para confirmar el papel inhibidor de IB en un modelo de infección viral, un 
plásmido que contiene el clon viral NL4.3 fue transfectado en las células T CD4+ no 
activadas junto con un vector de expresión de IB o junto con el vector pcDNA3.1 
usado como control negativo (Fig. 20). La transfección se utilizó como método de 
infección porque el objetivo era analizar la influencia de la sobreexpresión de IB en 
la replicación viral en linfocitos activados y no activados, y en los modelos clásicos de 
infección se requiere la activación previa de las células T. Las tasas de transfección de 
linfocitos T son generalmente bajas, pero suficientes como para inducir la replicación 
completa del VIH-1 tras la estimulación con anti-CD3 o PHA. En este sistema se 
planteaba la duda de si la proteína p24 detectada procedía de la producción viral 
transitoria derivada del plásmido en localización episomal o de la replicación viral 
completa a partir de un ADN proviral integrado. Sin embargo, la activación de las 
células T induce tanto la integración del VIH-1 como la transcripción viral. Por lo tanto, 
en las células T CD4+ transfectadas con el pNL4.3 y posteriormente activadas con anti-
CD3 o PHA, al menos una proporción de p24 debe ser producida por la replicación 
completa del virus. Además, las concentraciones de p24 aumentaron a lo largo del 




sistema experimental, la inhibición de la replicación del VIH-1 por la sobreexpresión de 
IB se produce preferentemente durante el primer ciclo, ya que en los siguientes ciclos 
se producirá la infección de células no transfectadas con IB. La concentración del 
plásmido IB transfectado se irá asimismo diluyendo por la degradación del ADN 
episomal y durante la división celular inducida por anti-CD3 y PHA. De hecho, se 
detectó un retraso en la propagación del virus en el cultivo debida probablemente a una 
inhibición parcial del primer ciclo de replicación en las células transfectadas con el 
plásmido pCMV-IB (Fig. 20). El descenso en la producción de p24 en las células 
transfectadas con el vector de expresión de IB fue estadísticamente significativo 
(p<0.05) en las células activadas con anti-CD3. En las células T CD4+ activadas con 
PHA durante 7 días se encontró una reducción en cinco veces de la producción de p24. 
Aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa, se observó una tendencia a 
la significación (p = 0.081) (Fig. 20A). Si bien es difícil precisar hasta que punto la 
producción de p24 en las células T no activadas estuvo mediada por la expresión 
transitoria del plásmido viral o por la replicación viral propiamente dicha, la 
sobreexpresión de IB disminuyó la transactivación del LTR y la producción de p24 
en las células T CD4+ no activadas. Estos datos indican que en los linfocitos T CD4+  
infectados el aumento de los niveles de IB contribuye a la inhibición de NF-B, y a 
un control de la replicación viral.  
En base a estos datos, proponemos un modelo para linfocitos T no activados en 
el que NFB e IB están continuamente circulando entre el núcleo y el citosol y 
asociándose y disociándose en ambos compartimentos celulares, para permitir la 
activación de genes implicados en la supervivencia celular. Por tanto, en los linfocitos T 
CD4+  infectados, el balance entre NFB libre y los complejos NFB/IB presentes en 
el núcleo participaría directamente en el mantenimiento de la latencia del VIH-1 cuando 
IB es predominante, o en la replicación viral basal si NFB escapa del control de su 
inhibidor IB. Esta hipótesis es sostenida, por un lado por la existencia de mutantes de 
IB que inhiben la activación de NF-B y la transactivación del VIH-1 (Kwon et al., 
1998; Quinto et al., 1999), y por otro por la existencia de la replicación viral a bajo 
nivel descrita en linfocitos T no activados o en pacientes con TARGA (Eckstein et al., 




2.- ESTUDIO DE LA REPLICACIÓN DEL VIH-1 A TRAVÉS DE LA 
ESTIMULACIÓN DEL RECEPTOR TLR2 EN LINFOCITOS T DE SANGRE 
PERIFÉRICA 
 
Mediante el reconocimiento de patrones moleculares expresados en virus, 
bacterias, hongos y parásitos, los receptores TLR forman la primera línea de defensa del 
organismo, alertándolo de la presencia de estos patógenos. Su estimulación, además de 
provocar la respuesta inmune innata, también participa en la generación de la respuesta 
inmune adaptativa inducida por las DC (Xu et al., 2004). Estudios recientes demuestran 
que los TLR no sólo se expresan en células del sistema inmune innato y en tejidos no 
inmunes que forman la barrera de protección frente a patógenos, sino también en las 
células T, principal tipo celular infectado por el VIH-1 (Gelman et al., 2004; Imanishi, 
et al., 2007; Kabelitz et al., 2007;  Komai-Koma et al., 2004; Gelman et al., 2004; 
LaRosa et al., 2007). En concreto el receptor TLR2, esencial en la defensa frente a las 
infecciones causadas por bacterias Gram-positivas (Takeuchi et al., 2000), es funcional 
en la superficie de células T murinas (Cottalorda, et al., 2006) y humanas (Komai-Koma 
et al., 2004). Por último, componentes de la pared bacteriana, como por ejemplo PGN o 
LPS, liberados tras la lisis bacteriana, pueden alcanzar la circulación sistémica 
(Brenchley et al., 2006; Kobayashi et al., 2000) y estimular los receptores TLR 
expresados en las células T de sangre periférica.   
La vía de señalización intracelular de todos los receptores TLR culmina en la 
activación de NF-B, principal factor de transcripción implicado en la activación de la 
replicación del VIH-1. Así, la estimulación específica de distintos TLR potencia la 
replicación del VIH-1 por ejemplo en células de bazo o del endotelio vascular (Equils et 
al., 2001 y 2003; Sundstrom et al., 2004). Sin embargo, pocos estudios han descrito la 
replicación del VIH-1 en células T directamente estimuladas con ligandos de TLR 
(Scheller et al., 2004; Thibault et al., 2007).   
 
2.1.- Expresión de receptores TLR2 funcionales en células T  
 
Las células T CD3+, expandidas con PHA e IL-2, expresan ARNm (Fig. 21) y 
proteína TLR2, tanto a nivel intracelular como en la superficie (Fig. 22). De hecho, la 
mayoría de las células T que expresan TLR2 en su superficie, son células T CD4+  (Fig. 




TLR2 en células T, se han publicado resultados contradictorios (Komai-Koma et al., 
2004; Gelman et al., 2004), debido probablemente al uso de sistemas celulares 
diferentes. En el estudio de Komai-Koma et al. (2004) se detectó la expresión de ARNm 
de TLR2 y TLR4 en células T humanas, mientras que Gelman et al. (2004) no pudieron 
detectar su expresión en células T de origen murino. Estos datos indican que los 
patrones de expresión de TLR en humanos y en ratones no son similares y por lo tanto, 
los datos de modelos murinos no pueden extrapolarse a células humanas. Sin embargo, 
estos dos estudios coinciden en que la activación del TCR induce la expresión de las 
proteínas TLR2, TLR4, TLR3 y TLR9, y que en las células T no activadas los niveles 
de expresión de estas proteínas son indetectables. En nuestro sistema, las células T 
expresaban los marcadores típicos de activación celular (Fig. 13). De acuerdo con estos 
datos, aproximadamente un 3% de las células T CD3+ expresaron la proteína TLR2 en 
su superficie. La activación del TCR con un anti-CD3 aumentó la expresión de TLR2 en 
superficie (9%), aunque no se alcanzaron los mismos niveles que tras el tratamiento con 
PGN (18.2%). 
La expresión tanto del ARNm como de la proteína TLR2 en la superficie de las 
células T aumentaron tras el tratamiento con PGN, principal componente de la pared de 
bacterias Gram-positivas y ligando específico del receptor TLR2 (Fig 21, 22B y 23). 
Estos resultados demuestran que en las células T, como ocurre en macrófagos, la 
estimulación del receptor TLR2 induce su propia expresión en la superficie celular 
(Hadley et al., 2005; Liu et al., 2001). Un dato interesante es que la proteína TLR2 se 
encontró acumulada en el citoplasma antes de la estimulación con PGN (Fig. 22A) y, 
por lo tanto, disponible para ser transportada rápidamente a la superficie celular en 
respuesta a estímulos. La expresión de TLR2 en la superficie de las células disminuyó 
tras 24 horas de tratamiento continuado con PGN, si bien los niveles citoplasmáticos se 
mantuvieron constantes y la expresión de ARNm continuó aumentando. En la 
señalización celular vía TLR, los mecanismos de retroalimentación negativa son 
imprescindibles para limitar la intensidad y la duración de las respuestas y, así evitar 
daños inmunológicos derivados de su activación prolongada, como enfermedades 
autoinmunes o inflamatorias (Lang & Mansell, et al., 2007). La disminución de la 
expresión de receptores TLR en la superficie celular mediada por la presencia de sus 
propios ligandos también ha sido descrita en células epiteliales de intestino (Otte et al., 
2004). Además, las diferencias entre los niveles de expresión del ARNm y la proteína 




medias de las moléculas (Dodson, & Shapiro, 2002). De hecho, en células T humanas la 
cantidad de ARNm de TLR y la expresión de estas proteínas en la superficie no siempre 
correlacionan (Mansson et al., 2006). Puesto que las proteínas TLR2 expresadas en 
superficie deben degradarse tras su internalización, proponemos que el incremento en la 
expresión del ARNm es necesario para la reposición y el mantenimiento de los niveles 
citoplasmáticos de proteína TLR2. 
Una vez confirmado que las células T CD3+ expresaban TLR2 en la superficie, 
comprobamos si estos receptores eran o no funcionales. Con este objetivo, se estudió la 
activación de NF-B en células T tratadas con PGN. La translocación nuclear de la 
proteína EYFP-p65 aumentó progresivamente a medida que el tiempo de tratamiento 
fue mayor (Fig. 24). La proteína IB se degradó rápidamente tanto en el citoplasma 
como en el núcleo de los linfocitos T tratados con PGN y se indujo simultáneamente la 
fosforilación de p65/RelA en la Ser536 (Fig. 25A y B). Los heterodímeros NF-B 
inducidos en el núcleo de las células T tratadas con PGN no sólo tuvieron capacidad de 
unión al ADN sino que además eran transcripcionalmente activos, triplicando la 
transactivación dependiente de secuencias consenso -B (Fig. 25C y D). Aunque ha 
sido publicado que la estimulación de células T con ligandos de TLR2 induce la unión 
de NF-B al ADN (Bernier et al, 1998; Thibault et al., 2007), el mecanismo molecular 
subyacente a la activación de NF-B no fue descrito. En este trabajo demostramos que 
la actividad transcripcional de NF-B inducida en las células T CD3+ tratadas con PGN 
está mediada tanto por la degradación de IB y la consiguiente translocación nuclear 
de p65/RelA como por la fosforilación de p65/RelA. 
  
2.2.- El tratamiento con PGN aumenta la replicación del VIH-1 en células T 
 
A pesar de que las células T CD4+ son el principal reservorio del VIH-1, hay 
pocos datos publicados sobre la replicación del virus inducida por la estimulación 
directa a través de los receptores TLR en general, y del TLR2 en particular. Se ha 
descrito que el tratamiento con oligodeoxinucleótidos ricos en motivos CpG, ligandos 
específicos del TLR9, incrementa la activación de NF-B y la reactivación del VIH-1 
en células T latentemente infectadas (Scheller et al., 2004). Recientemente, se ha 
demostrado que la estimulación con ligandos sintéticos del receptor TLR2 aumenta la 




En este trabajo, hemos estudiado si en las células T infectadas la actividad 
transcripcional de NF-B inducida tras la estimulación de los receptores TLR2 con 
PGN tiene algún efecto en la replicación del VIH-1. En primer lugar, observamos que 
en las células T la estimulación del TLR2 incrementó más de dos veces la 
transactivación del LTR del VIH-1 (Fig. 26A). Con respecto a estos datos, Bernier et al. 
(1998) describieron que la transactivación del LTR dependiente de secuencias -B 
aumentaba tras el tratamiento con el lipoarabinomanano de Mycobacterium 
tuberculosis. Sin embargo, estos resultados tienen una menor relevancia clínica porque, 
en primer lugar se obtuvieron a partir de una línea celular linfoide y no a partir de 
células T de sangre humana, y en segundo lugar sólo se estudió la transactivación del 
LTR y no la replicación del VIH-1. En nuestro modelo analizamos la replicación del 
VIH-1 en células T CD4+ expandidas a partir de PBMC de origen humano, infectadas 
con el virus NL-4.3-Renilla y tratadas con PGN durante 48 y 72 horas. La replicación 
del VIH-1, evaluada según la actividad de la luciferasa Renilla en los lisados celulares y 
la producción de p24 en los sobrenadantes del cultivo, aumentó significativamente tras 
el tratamiento con PGN (Fig. 26B y C). Resultados similares se describieron en células 
T CD4+ estimuladas con Pam3CSK4, lipoproteína bacteriana sintética ligando de TLR2, 
durante las 24 y 72 horas previas a la infección por VIH-1 (Thibault et al., 2007).  
En conclusión, estos datos demuestran que los linfocitos T CD4+ humanos 
expresan en su superficie receptores TLR2 funcionales cuya expresión es modulada por 
PGN, su propio ligando. En linfocitos T humanos la estimulación con PGN induce la 
activación persistente de NF-B y potencia la replicación del VIH-1. Así, la activación 
de NF-B inducida por la estimulación del receptor TLR2 podría causar la reactivación 
del VIH-1 a partir de linfocitos T CD4+ latentemente infectados. El hecho de que las 
células T CD4+ expresen receptores TLR2 en su superficie pone de manifiesto que los 
productos microbianos pueden inducir directamente la activación policlonal de las 
células T. Es más, estos datos podrían explicar el incremento en la carga viral observado 
en los enfermos de VIH-1 co-infectados con patógenos oportunistas o tras la vacunación 
con microorganismos vivos o atenuados (Jones & Perelson, 2007, Pancharoen, et al., 
2004; Sax & Singer, 1996). La activación crónica del sistema inmune causada por las 
infecciones recurrentes y persistentes, característica de la infección del VIH-1 
(Brenchley et al., 2006), estaría parcialmente causada por la activación directa de los 




3.- ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES FUNCIONALES INDUCIDAS POR 
LA EXPRESIÓN CONSTITUTIVA DE LA PROTEÍNA Tat DEL VIH-1 EN 
CÉLULAS JURKAT 
 
La replicación del VIH-1 está regulada tanto por factores celulares como virales. 
Entre estos últimos se encuentra la proteína reguladora Tat, imprescindible para la 
replicación viral (Karn, 1999). Tat permite la elongación eficiente de los transcritos 
virales mediante su interacción con el elemento TAR, ARN altamente estructurado 
localizado en el extremo 5’ del ARNm naciente (Bannwarth & Gatignol, 2005; Calnan 
et al., 1991). Sin embargo, Tat también puede mediar la transactivación del LTR del 
VIH-1 de manera independiente de TAR, potenciando la retrotranscripción o 
interaccionando con factores de transcripción implicados en la replicación del VIH-1 
como SP1, NF-AT y NF-B (Dandekar et al., 2004; Jeang et al., 1993 b; Kinoshita et 
al., 1999).  
Entre las múltiples funciones de Tat destaca la modificación del ambiente celular 
gracias a su capacidad de modular la expresión de genes celulares, principalmente 
citoquinas, quimiocinas y sus receptores tales como TNF-, CXCR4 o IL-8 (Bennasser 
et al., 2002; Gibellini et al., 2003; Ott et al., 1998). Además Tat activa factores de 
transcripción relacionados con el LTR como por ejemplo NF-B y SP1 (Chun et al., 
1998; Liu et al., 1991). Mediante estos mecanismos Tat incrementa la replicación viral 
en la célula infectada (Brigati et al., 2003). 
Otra propiedad interesante de Tat es su capacidad de solubilizarse al medio 
extracelular, donde tras la internalización por células próximas o lejanas, induce los 
mismos efectos que en las células activamente infectadas por el VIH-1 (Mann & 
Frankel, 1991). En estas condiciones, la proteína Tat es extremadamente tóxica y 
aunque su capacidad de inducir apoptosis está bien definida en distintos tipos celulares 
como neuronas (Haughey & Mattson, 2002), células endoteliales (Kim et al., 2003) y 
linfocitos (Li et al., 1995; Westendorp et al., 1995 a), el papel de Tat en la apoptosis 
todavía es controvertido. En concreto, las células infectadas por el VIH-1 que expresan 
Tat intracelularmente muestran resistencia a la apoptosis, mientras que las células no 
infectadas que han internalizado Tat extracelular son muy susceptibles a la apoptosis 




desconoce si las concentraciones de Tat in vivo son suficientes para mediar este efecto 
proapoptótico. 
Dada la toxicidad de la proteína Tat extracelular y los efectos descritos en la 
modificación de múltiples funciones celulares, sería de gran utilidad obtener una línea 
celular linfoide establemente transfectada con Tat para poder analizar los cambios 
inducidos en la expresión de distintos genes celulares. De hecho, la propia toxicidad de 
Tat es la principal barrera para conseguir modelos celulares que expresen Tat 
constitutivamente. Utilizando el sistema de expresión Tet-Off, se obtuvieron células 
Jurkat establemente transfectadas con la proteína Tat del VIH-1. Aunque la expresión 
constitutiva de Tat en células Jurkat ha sido previamente descrita, ninguno de estos 
estudios ha profundizado en los cambios inducidos en la expresión de las proteínas 
celulares (Gibellini et al., 2002; Purvis et al., 1995; Zauli & Gibellini, 1996). El análisis 
de la expresión de Tat en las células Jurkat-Tat mostró una distribución principalmente 
nuclear (Fig. 27B y C), como ha sido previamente descrito (Efthymiadis et al. 1998; 
Hauber et al., 1989). Los experimentos de funcionalidad demostraron que un porcentaje 
elevado (aproximadamente 36%) de la población de células Jurkat-Tat expresaba la 
proteína Tat y que ésta era capaz de inducir la transactivación del LTR del VIH-1 (Fig. 
29 y 30). Tras el tratamiento con doxiciclina, que suprimió la expresión de Tat en estas 
células, la transactivación del LTR disminuyó hasta alcanzar niveles similares a los de 
las células Jurkat Tet-Off, utilizadas como control. Estos resultados demuestran que la 
proteína Tat expresada constitutivamente en las células Jurkat-Tat es funcional en 
nuestro modelo celular. Los niveles de Tat producidos fueron similares a los 
fisiológicos en tanto que la expresión de ARNm fue similar en los transfectantes 
estables que en células infectadas con VIH-1 (Fig. 27A). Aunque los datos obtenidos a 
partir de líneas celulares establemente transfectadas con proteínas virales podrían no ser 
representativos de lo que ocurre durante la infección natural del VIH-1, al menos 
informan sobre las alteraciones funcionales que pueden ocurrir tras la expresión de la 
proteína viral durante la infección. 
 
3.1.- La expresión constitutiva de Tat induce la activación de NF-B 
  
La máxima activación del LTR del VIH-1 requiere la acción sinérgica de Tat y 
NF-B (Alcamí et al., 1995; Biswas et al., 1992, Liu et al., 1992). En las células Jurkat-




eliminado y esta disminución fue menor (25 veces) cuando se eliminaron las secuencias 
-B del LTR (Fig. 30). Estos datos confirman que en las células Jurkat-Tat, la 
activación máxima del LTR del VIH-1 se consigue gracias a la acción sinérgica de NF-
B y Tat. Por otra parte y de acuerdo con datos previamente publicados (Dandekar et 
al., 2008; Demarchi et al., 1996 y 1999) se observó un aumento de la actividad NF-B 
en las células Jurkat-Tat ya que la expresión del vector 3-B-LUC que contiene varias 
secuencias -B fue 108 veces superior en las células Jurkat-Tat que en las Tet-Off 
utilizadas como controles (Fig. 31).  
La mayor actividad de NF-B fue debida a que la translocación nuclear de 
p65/RelA, la cantidad de p65/RelA total y fosforilado en la Ser536, así como la 
capacidad de unión al ADN de los heterodímeros p65/p50 aumentaron en el núcleo de 
las células Jurkat-Tat en comparación con los controles (Fig. 32A; Fig. 33A y B). Entre 
los mecanismos de regulación de NF-B se encuentra la expresión de su inhibidor 
IB. En concordancia con este mecanismo IB fue sobreexpresado en el citoplasma 
de las células Jurkat-Tat (Fig. 33C y D). Sin embargo, dado que los niveles de IB 
fosforilado también están aumentados en el citoplasma de las células Jurkat-Tat, este 
IB probablemente sea degradado. De hecho, la expresión transitoria de Tat potencia 
la activación de NF-B mediante la degradación de IB en células estimuladas con 
TNF (Beauparlant et al., 1996; Demarchi et al., 1996).  
Por lo tanto el control de la transactivación del LTR del VIH-1 mediado por Tat 
requiere la presencia del elemento TAR funcional y la activación de NF-B. Los datos 
aquí mostrados demuestran que la expresión de Tat aumenta la presencia en el núcleo de 
la proteína p65/RelA fosforilada, con menor avidez por IB que p65/RelA (Bohuslav 
et al., 2004) y que por tanto sería capaz de unirse más fácilmente al ADN. La activación 
de NF-B induce a su vez una mayor expresión de IB, que es fosforilado y 
degradado en las células Jurkat-Tat para poder mantener la activación de NF-B. 
 
3.2.- La expresión constitutiva de Tat induce alteraciones funcionales del 
citoesqueleto   
 
La proteína Tat del VIH-1 es un factor implicado en la patogénesis de la 
infección de VIH-1 a través de múltiples mecanismos entre los que se encuentran la 




tanto en las células infectadas como en las no infectadas que han internalizado la 
proteína Tat extracelular. Utilizando técnicas de proteómica se observó en las células 
Jurkat-Tat la menor expresión de proteínas relacionadas con el citoesqueleto, 
concretamente con la red de filamentos de actina  (Fig. 34 y tabla 8). 
Las funciones específicas de algunas de las proteínas del citoesqueleto 
infraexpresadas en las células Jurkat-Tat explican porque estas células presentaron una 
disminución en la quimiotaxis inducida por SDF-1 así como mayores porcentajes de 
polimerización de actina y polarización celular. Además, el tamaño y la complejidad 
celular, propiedades controladas por el citoesqueleto de actina (Fenteany & Glogauer, 
2004), aumentaron tras la expresión constitutiva de Tat en células Jurkat-Tat (Fig. 35).  
Las rápidas reorganizaciones del citoesqueleto de actina son necesarias en 
procesos celulares dinámicos como la migración celular o el transporte intracelular. En 
condiciones fisiológicas los monómeros de actina polimerizan en filamentos. Sin 
embargo, la despolimerización espontánea es demasiado lenta para poder mantener 
reorganizaciones tan dinámicas como las observadas in vivo (Ono, 2007). Por tanto, la 
reorganización de los filamentos de actina requiere la acción de proteínas asociadas 
encargadas de romper y polimerizar los filamentos, como son la gelsolina y la cofilina 
(Dos Remedios et al., 2003). La capacidad de quimiotaxis es una propiedad inherente de 
los linfocitos (Howard & Watts, 1994). Durante la quimiotaxis se inducen, de manera 
rápida y coordinada, modificaciones en la polimerización de actina necesarias para la 
formación eficiente de las profusiones y la determinación de la dirección del 
movimiento (DesMarais et al., 2005; Ono, 2007; Samstag et al., 2003). Para ello, las 
células no estimuladas tienen que mantener niveles elevados de actina monomérica 
(DiNubile et al., 1995). A pesar de que en las células Jurkat-Tat los niveles totales de -
actina y actina citoplasmáticas están reducidos (Fig. 34C y tabla 8), estas células 
mostraron una mayor polimerización de actina en ausencia de SDF-1, lo que indicaría 
que son los niveles de actina monomérica, y no los de actina polimerizada, los que están 
reducidos (Fig. 38A). De acuerdo con esta hipótesis, se observó que los filamentos de 
actina no incrementaron su polimerización tras la quimioatracción con SDF-1 (Fig. 
38B). Esta descoordinación en la capacidad de polimerización y despolimerización 
podría deberse a que no existe suficiente actina monomérica disponible para la 




encargadas de su recambio, como la cofilina (Carlier et al., 1999; McGough et al., 2001; 
Theriot, 1997).  
Puesto que la extensión de las protusiones celulares en respuesta a estímulos 
migratorios está acoplada a la polimerización de actina, la polimerización aumentada de 
los filamentos de actina en las células Jurkat-Tat explicaría que un mayor número de 
células presentase una morfología polarizada en ausencia de SDF-1 (Fig. 37). Dado 
que la adquisición de la morfología polarizada es un requisito imprescindible para la 
migración linfocitaria (Sánchez-Madrid & del Pozo, 1999) estos resultados a su vez 
explicarían por qué las células Jurkat-Tat migren más que los controles en ausencia de 
estímulo quimioatrayente (Fig. 36B). De acuerdo con la estabilidad de la polimerización 
de actina en las células Jurkat-Tat, no se modificó la polarización celular tras el 
tratamiento con SDF-1. 
La cofilina no sólo participa en el recambio de los monómeros de actina sino 
también en su propia polimerización, ya que mediante la rotura de los filamentos crea 
otros más pequeños cuyos extremos se utilizan para la polimerización de nuevos 
filamentos de actina (Ichetovkin et al., 2002; Pollard et al., 2000). Así la cofilina 
interviene en la determinación de la dirección y la velocidad del movimiento en 
respuesta a estímulos quimiotácticos (DesMarais et al., 2005; Theriot, 2007). Se ha 
descrito que las células que no expresan cofilina (Chen et al., 2001 b) presentan defectos 
en la migración y su sobreexpresión induce una mayor movilidad (Aizawa et al., 1996). 
Estos datos coinciden con nuestros resultados, puesto que las células Jurkat-Tat, en las 
que la cofilina está infraexpresada, tienen menor capacidad de migración frente a SDF-
1 que las células Jurkat Tet-Off usadas como controles (Fig. 36A). Sin embargo, en 
ausencia de SDF-1 las células Jurkat-Tat tienen mayor capacidad migratoria que los 
controles, reflejando el incremento de la polimerización de actina y, en general, la gran 
desregulación del citoesqueleto que induce la expresión de Tat. 
 La sobreexpresión de gelsolina incrementa las ondulaciones de la membrana y la 
quimiotaxis (Cunningham et al., 1991 y 1992; Sun et al., 1997). Por lo tanto, su 
infraexpresión en las células Jurkat-Tat podría contribuir parcialmente a la reducción de 
la respuesta quimiotáctica frente a SDF-1 descrita en estas células (Fig. 36A). Otros 
grupos han descrito que Tat puede inducir la expresión de CXCR4, principal receptor de 
SDF-1 (Gibellini et al., 2003). Dado que niveles similares de CXCR4 fueron 




que el defecto en la respuesta quimiotáctica fuese causado por la internalización del 
receptor inducida por Tat.  
Por tanto la disminución en la capacidad de migración en respuesta a SDF-1 de 
las células Jurkat-Tat se debe a defectos en la polimerización de los filamentos de actina 
relacionados con la infraexpresión de la actina, la cofilina y la gelsolina. Puesto que los 
linfocitos se reclutan a los sitios de infección, inflamación o daño tisular mediante 
procesos de quimiotaxis (Sánchez-Madrid & del Pozo, 1999), la expresión intracelular 
de Tat participaría directamente en la inmunodepresión causada por el VIH-1. 
Sin embargo, el citoesqueleto interviene en otros procesos fisiológicos diferentes 
de la migración, que también están implicados en la patogénesis del VIH-1, como son la 
apoptosis o el tráfico intracelular de vesículas. La Anexina II media las interacciones 
entre los dominios de la membrana celular ricos en colesterol y el citoesqueleto de 
actina y participa en procesos de tráfico de vesículas (Rescher & Gerke, 2004; 
Waisman, 1995). En relación con el VIH-1, la Anexina II es un cofactor celular que 
facilita el proceso infectivo al intervenir tanto en la internalización como en la 
circulación del virus dentro de la célula (Chan & Kim, 1998; Ma et al., 2004). En 
general la inhibición de proteínas implicadas en la organización del citoesqueleto de 
actina bloquea la infección por VIH-1 y la transmisión célula-célula del virus (Freed & 
Mouland, 2006; Komano et al., 2004). Por lo tanto en las células Jurkat-Tat la 
infraexpresión de Anexina II y las alteraciones en el citoesqueleto de actina actuarían 
como una barrera protectora de la célula infectada al evitar las reinfecciones, que 
supondrían su muerte prematura.  
Finalmente, proponemos que esta desorganización del citoesqueleto inducida por 
la expresión intracelular de Tat provocaría la disrupción del tráfico intracelular de 
vesículas responsable de la infraexpresión de marcadores celulares como CD4 o MHC-I 
(Collins et al., 1998; Lindwasser et al., 2007), situación que dificultaría el 
reconocimiento inmunológico de la célula infecta por el VIH-1. Asimismo la alteración 
de los procesos de fusión de membranas evitaría la formación de sincitios citopáticos, 
preservando así la integridad de las células infectadas.  
 
3.3.- La expresión constitutiva de Tat protege frente a la apoptosis  
 
Se ha comentado anteriormente que Tat tiene propiedades tanto pro- como anti-




en las células Jurkat-Tat en comparación con los controles (Fig. 39). De hecho la 
expresión de Tat protegió frente a la apoptosis inducida por distintos estímulos, como 
tunicamicina y ligando de Fas. Estos datos coinciden con publicaciones previas que 
apoyan la teoría de que la expresión intracelular de Tat protege a las células infectadas 
de la apoptosis (Gibellini et al., 2001; McCloskey et al., 1997; Pocernich et al., 2005; 
Zauli & Gibellini, 1996).  
La infraexpresión de gelsolina y de -tubulina explica como podría estar 
mediada la protección frente a estímulos apoptóticos observada en las células Jurkat-
Tat. La gelsolina es un sustrato de la caspasa 3, caspasa efectora tanto en la vía de 
apoptosis exógena como en la vía mitocondrial (Kamada et al., 1998; Kothakota et al., 
1997). Tras la ruptura mediada por la caspasa 3 de la gelsolina, ésta ya no requiere Ca2+ 
para cortar los filamentos de actina y, por tanto los corta independientemente de la 
concentración de Ca2+. Así se desmantela la estructura del citoesqueleto en la zona de la 
membrana y se empiezan a formar las burbujas características de la primera fase de la 
apoptosis (Laster & Mackenzie, 1996). Se ha descrito que en neutrófilos que no 
expresan gelsolina el comienzo de la apoptosis se ve retrasado (Kothakota et al., 1997). 
Otros datos apoyan el papel pro-apoptótico de la gelsolina, como por ejemplo que la 
mayoría de las células cancerígenas muestren una reducción significativa de su 
expresión (Dong et al., 1999). Por lo tanto, en las células Jurkat-Tat la disminución de la 
rotura de filamentos de actina mediada por la gelsolina preservaría la integridad celular 
evitando la apoptosis. Además, la infraexpresión de -tubulina debe afectar a la 
formación de los dímeros /-tubulina y a la polimerización de los microtúbulos. Se ha 
descrito que la interacción de Tat con los microtúbulos y/o la tubulina induce apoptosis 
mediante la liberación de la proteína pro-apoptótica Bim y del citocromo c (Chen et al., 
2002; de Mareuil et al. 2005). Por tanto, la infraexpresión de la -tubulina observada en 
las células Jurkat-Tat reduciría la inducción de apoptosis mediada por la interacción Tat 
con los microtúbulos. 
Por otro lado, se ha discutido anteriormente que en las células Jurkat-Tat la 
activación de NF-B está altamente potenciada. La activación de NF-B es un elemento 
clave en la regulación de la apoptosis celular. En la mayoría de las circunstancias se ha 
demostrado que NF-B es un factor de superviviencia celular, capaz de proteger frente a 
estímulos pro-apoptóticos como TNF-, fármacos quimioterapeúticos o radicaciones 




1999; Doi et al. 1999; Foo & Nolan, 1999). Así la mayor actividad transcripcional de 
NF-B en las células Jurkat-Tat pondría en marcha mecanismos implicados en la 
protección frente a la apoptosis tales como la expresión de proteínas anti-apoptóticas 
que inhiben la activación de caspasas efectoras como las proteínas de la familia IAP 
(proteínas inhibidoras de apoptosis) o la proteína FLIP (proteína inhibitoria de FLICE) 
y miembros de la familia de Bcl2 (Gil et al., 2004). Sin embargo, estos mecanismos aún 
no han sido estudiados en nuestro sistema celular.  
En resumen, en relación con la apoptosis, la expresión constitutiva de Tat 
promueve una menor expresión de algunas proteínas del citoesqueleto, y así retrasaría 
los procesos de reorganización del citoesqueleto implicados en la apoptosis, y 
mantendría por más tiempo la integridad celular. La activación de NF-B inducida por 
la expresión de Tat incrementaría la expresión de genes implicados en la supervivencia 
celular y de otros genes que participan directamente en el bloqueo de la apoptosis.  
En su conjunto los datos descritos en este trabajo explican como la proteína Tat 
del VIH-1 participa en la patogénesis viral, disminuyendo la capacidad de quimiotaxis y 
permitiendo que el virus infecte a los linfocitos T sin destruirlos, lo que a su vez facilita 
que las células infectadas actúen como reservorios virales que producen virus de forma 
continua.  





1.- En linfocitos T humanos no activados existe un tráfico núcleo-citoplásmatico 
continúo y dinámico de NF-B e IB que sólo puede detectarse cuando se bloquea la 
exportación nuclear de proteínas.  
 
2.- La continua resíntesis de IB es un requisito necesario para hacer posible su 
translocación nuclear en los linfocitos T en reposo. 
 
3.- En linfocitos T CD4+ no activados existe una actividad basal residual de NF-B, 
capaz de inducir la transactivación del LTR del VIH-1 y una replicación viral a bajo 
nivel, y que puede ser inhibida por la sobreexpresión de IB. 
 
4.- Las células T CD4+ expresan bajos niveles de receptores TLR2 en su superficie, cuya 
expresión es regulada por su propio ligando el peptidoglicano. La proteína TLR2 se 
acumula en el citoplasma de las células T y está disponible para translocarse a la 
superficie celular tras la estimulación con peptidoglicano. 
 
5.- La activación de los receptores TLR2 por el tratamiento con peptidoglicano induce 
la activación de NF-B, mediante la degradación de IB y la fosforilación de 
p65/RelA, e incrementa la transactivación del LTR del VIH-1 y la replicación viral de 
manera significativa. 
 
6.- Existe una fuerte sinergia entre NF-B y Tat en la transactivación del LTR del VIH-
1 en las células Jurkat que expresan constitutivamente la proteína Tat del VIH-1.  
 
7.- En las células Jurkat-Tat la actividad del factor NF-B está potenciada. Tat induce la 
actividad transcripcional de NF-B mediante su acumulación nuclear y la fosforilación 
en la Ser536 de p65/RelA.  
 
8.- La expresión constitutiva de Tat en células Jurkat reduce la expresión de las 
proteínas relacionadas con el citoesqueleto -actina, actina citosólica, -tubulina, 




9.- La expresión constitutiva de Tat produce alteraciones funcionales del citoesqueleto 
celular, tales como una mayor polimerización basal de actina y una menor capacidad de 
polarización celular y de migración en respuesta a SDF-1. 
 
10.- La expresión intracelular de Tat en células Jurkat protege frente a la apoptosis 
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